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REGISTRO DE IMPACTO

Este estudo impacta a sociedade ao evidenciar a disseminagao de bactérias
multirresistentes em hospitais veterinarios, alertando para riscos a saude animal e
humana. Os achados reforgam a necessidade de politicas rigorosas de controle de
infeccdo, promovendo seguranga em procedimentos cirurgicos e conscientizagao
sobre o uso racional de antimicrobianos na medicina veterinaria.

This study impacts society by highlighting the spread of multidrug-resistant
bacteria in veterinary hospitals, raising awareness of risks to both animal and human
health. The findings reinforce the need for strict infection control policies, promoting
safety in surgical procedures and awareness of the rational use of antimicrobials in
veterinary medicine.
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DIVERSIDADE GENETICA E RESISTENC!A AOS ANTIMICROBIANOS DE
BACTERIAS ISOLADAS DO SITIO CIRURGICO DE CAES, MAOS DO
CIRURGIAO E AMBIENTE DA SALA OPERATORIA

RESUMO - O objetivo deste estudo transversal prospectivo foi determinar a
prevaléncia de genes de resisténcia e diversidade genética em isolados de
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., € E. coliisoladas no sitio cirurgico superficial
de cées, maos dos cirurgides e sala de operagao durante o periodo intraoperatorio.
Trinta caes submetidos a cirurgias limpas/limpas-contaminadas (G1) e contaminadas
(G2), juntamente com oito cirurgides, foram incluidos no estudo. Amostras foram
coletadas usando cotonete estéril, transportadas em solugcdo de peptona
bacteriologica 0,1% e semeadas em agar sangue. Amostras ambientais foram
coletadas através da exposicédo passiva utilizando-se placa de Petri com agar BHI.
Setenta e cinco isolados foram identificados utilizando MALDI-TOF MS. Genes de
resisténcia foram detectados via PCR: tet(M), ermA, aacA-aphD, blaZ, mecA, blatem-
1, blasnv , blasnv-1, blactx-v-1, 3 e 15, blactx-m-2, blacmy-2, mecri, mcrz, mers, mcrs, € ndm.
A diversidade genética foi avaliada com base no perfil em PFGE e o agrupamento
realizado utilizando-se o método UPGMA. O teste qui-quadrado foi aplicado para
comparar a frequéncia de deteccdo de genes de resisténcia bacteriana entre os
isolados obtidos. Staphylococcus pseudintermedius (83,33% [20/24]), Enterococcus
faecium e E. faecalis (52,63% [10/19]) e E. coli (62,50% [5/8]) foram mais
frequentemente isolados da pele dos cédes, enquanto espécies de Staphylococcus
spp. Coagulase-negativa (CoNS) (62,50% [15/24]) foram mais prevalentes no
ambiente da sala de operacdo. Os genes de resisténcia blaZ (79,17%), mecA
(43,75%), tet(M) (41,67%) e aacA-aphD (25%) foram detectados em Staphylococcus
spp. Entre Enterococcus spp., tet(M) (78,95%) e blaZ (10,53%) foram identificados.
Isolados de S. pseudintermedius exibiram maior proporgédo de portadores dos genes
tet(M) e aacA-aphD em comparagdo com CoNS. Nenhum isolado de E. coli testou
positivo para os genes investigados. Vinte e quatro padrbes de bandas de PFGE foram
observados em CoNS (24/24), 15 em S. pseudintermedius (15/24), 4 em E. coli (4/8)
e 7 em Enterococcus spp. (7/19). Isolados geneticamente relacionados de S.
pseudintermedius e E. coli foram obtidas da pele dos caes e do ambiente durante dois
e um procedimento no G2, respectivamente. Sete Enterococcus spp. indistinguiveis
foram identificados em diferentes procedimentos e animais distintos. O presente
estudo revelou altas taxas de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina e
Enterococcus spp. resistentes a tetraciclina colonizando o ambiente em hospital
veterinario de ensino no Brasil. A analise de PFGE indicou alta diversidade de CoNS
e Enterococcus spp. entre caes, veterinarios e a sala de operagdo. Isolados
geneticamente relacionadas foram encontradas em isolados de S. pseudintermedius,
Enterococcus spp. e E. coli, enfatizando a necessidade de medidas eficazes de
controle de infecgao para minimizar a disseminacao de bactérias multirresistentes. A
vigilancia passiva e ativa continua € crucial para alcangar esse objetivo.

Palavras-chave: bactérias multirresistentes, Enterococcus spp. resistente a
tetraciclina, infecgdo hospitalar, Staphylococcus spp. resistentes a meticilina,
vigilancia epidemioldgica.



GENETIC DIVERSITY AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF BACTERIA
ISOLATED FROM THE SURGICAL SITE OF DOGS, SURGEON'S HANDS, AND
OPERATING ROOM ENVIRONMENT

ABSTRACT - This prospective cross-sectional study aimed to determine the
occurrence of resistance genes and genetic diversity in Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp., and Escherichia coli isolated from dogs' superficial surgical site
(SS), surgeons' hands, and the operating room (OR) during the intraoperative period.
Thirty dogs undergoing clean/clean-contaminated (G1, n=20) and contaminated
surgeries (G2, n=10), along with eight surgeons, were included in the study.
Specimens were collected using sterile swabs, transported in 0.1% bacteriological
peptone solution, and spread onto blood agar. Environmental samples were collected
through passive exposure using BHI agar plates. Seventy-five isolates were selected
and classified using MALDI-TOF MS. Resistance genes were screened via PCR:
tet(M), ermA, aacA-aphD, blaZ, mecA, blatem-1, blasnv , blashv-1, blactx-m-1,3e 15, blacTx-
m-2, blacwy-2, meri, mcr2, mcrs, mcrs, and ndm. Genetic diversity was assessed through
PFGE analysis using Smal and Xbal restriction enzymes, with clustering performed by
the UPGMA method. The chi-square test compared the frequency of resistance gene
detected. Staphylococcus pseudintermedius (83.33%), Enterococcus faecium and E.
faecalis (562.63%), and E. coli (62.50%) were more frequently isolated from dogs' skin,
while coagulase-negative staphylococci (CoNS; 62.50%) were more frequent in the
OR. Resistance genes detected in Staphylococcus spp. included blaZ (79.17%), mecA
(43.75%), tet(M) (41.67%), and aacA-aphD (25%). Among Enterococcus spp., tet(M)
(78.95%) and blaZ (10.53%) were identified. S. pseudintermedius harbored tet(M) and
aacA-aphD genes more frequently than CoNS. No E. coli isolates tested positive for
the investigated genes. Twenty-four PFGE banding patterns were observed in CoNS
(24/24), 15 in S. pseudintermedius (15/24), 4 in E. coli (4/8), and 7 in Enterococcus
spp. (7/19). Genetically related S. pseudintermedius and E. coli were obtained from
SS and OR in G2. Seven indistinguishable Enterococcus spp. were identified across
different procedures and patients. Our study revealed high rates of methicillin-resistant
Staphylococcus spp. and tetracycline-resistant Enterococcus spp. colonizing the
environment in a veterinary teaching hospital in Brazil. PFGE analysis indicated a high
diversity of CoNS and Enterococcus spp. Genetically related strains in S.
pseudintermedius, Enterococcus spp., and E. coli emphasize the importance of
effective infection control policies to minimize the spread of resistant bacteria.

Keywords: epidemiological surveillance, hospital-acquired infection, methicillin-
resistant Staphylococcus spp., multidrug-resistant bacteria, tetracycline-resistant
Enterococcus spp.
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1 INTRODUGAO

Infecgbes causadas por organismos resistentes a multiplas drogas (MDR-
“‘multidrug-resistant”), atualmente, representam um dos maiores desafios dentro do
contexto de saude unica, devido a capacidade de aumentar a morbimortalidade, e
custos associados a cuidados com saude. Bactérias classificadas como MDR exibem
resisténcia a pelo menos um farmaco representante de trés ou mais classes de
antimicrobianos, o que limita drasticamente as opg¢des de tratamento de infecgdes
bacterianas.

O ambiente veterinario € reportado como um dos principais fatores de risco
para adquirir patogenos resistentes durante o periodo de hospitalizagdo. A presenga
de reservatérios comunitarios de bactérias multirresistentes nesses ambientes pode
contribuir com o aumento da prevaléncia desses isolados em unidades de terapia
intensiva (UTIs) e centros cirurgicos, e consequentemente comprometendo o
tratamento e prognostico dos pacientes (Brusselaers et al., 2011; Suthar et al., 2014).

Staphylococcus spp. resistente a meticilina (MRS-“Methicillin-resistant
Staphylococcus spp.”), Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE-
“VYancomycin-resistant Enterococcus spp.”) e Enterobacterales produtoras de [3-
Lactamase de espectro estendido (ESBL-“Extended-Spectrum [(-Lactamase
producing Enterobacterales”), como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Proteus
mirabilis, sdo os patégenos mais comuns causando infecgdes em pacientes
veterinarios criticamente doentes (Brusselaers et al., 2011; Suthar et al., 2014).

Apesar de dados epidemiolégicos na veterinaria no Brasil serem escassos,
alguns estudos tém reportado alta prevaléncia dessas espécies colonizando ou
causando infeccdes em pacientes, especialmente MRS e ESBL. Adicionalmente,
estudos no &mbito global tem documentado a colonizagao de pacientes, profissionais
de saude e ambientes hospitalares veterinarios por bactérias MDR.

O carreamento dessas bactérias como microrganismos comensais e
ambientais pode contribuir para o desenvolvimento de infecgdes do sitio cirurgico
(ISC), assim como para a disseminagao de bactérias multirresistentes entre humanos
e caes. Alguns estudos ja reportaram cepas bacterianas geneticamente relacionadas
isoladas de humanos, pacientes veterinarios e o ambiente. Nesse sentido, estudos
epidemioldgicos moleculares possibilitam triagem e melhor elucidagdo de potenciais



2

reservatorios e da dindmica da resisténcia bacteriana em ambientes veterinarios,
buscando desenvolver estratégias para superar esses desafios.

Nesse sentido, o presente estudo epidemiologico transversal teve como
objetivo determinar a ocorréncia de genes de resisténcia e do perfil de bandas em
eletroforese de campo pulsado (PFGE-“Pulsed-field gel electrophoresis”) de
Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e E. coli isolados do sitio cirurgico superficial
(SS) de caes, méos do cirurgido e do centro cirurgico durante o periodo intraoperatorio
de cirurgias limpas/limpas contaminadas e contaminadas, em um hospital escola

veterinario localizado no sudeste do Brasil.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O fendmeno da resisténcia aos antimicrobianos na saude coletiva
multiespécie

As bactérias sdo organismos unicelulares e possuem alta capacidade de
multiplicagdo. Foram descritas pela primeira vez por van Leeuwenhoek, proximo ao
ano de 1670. Porém, apenas no século XIX foram associadas a causas de processos
infecciosos, como tuberculose, colera e febre tifoide. A partir dessa época, iniciaram-
se importantes pesquisas visando a descoberta de agentes quimicos que possuissem
atividade contra esses microrganismos, com o principal marco no tratamento das
infeccbes bacterianas a descoberta da penicilina, em 1928, por Alexander Fleming
(Guimaraes et al., 2010).

Nos ultimos 70 anos, mais de 25 classes de antibidticos foram produzidos,
porém foram poucas as novas classes descobertas desde 1987 (Anderson et al.
2019). Entre os principais motivos dessa janela de descobertas esta a falta de
investimento em pesquisa e desenvolvimento de farmacos com potencial
antimicrobiano pela industria farmacéutica privada, principalmente por ndo serem
considerados produtos com alto potencial de lucro. Ao mesmo tempo, nota-se falta de
investimento publico suficiente para que pesquisas na linha de inovacdo de
medicamentos antimicrobianos sejam estimuladas, buscando avangar em estratégias
de tratamento eficazes e acessiveis (Dutescu, 2021).

Apesar dos grandes avangos que a descoberta dos antibidticos trouxe para a

saude humana e animal, paradoxalmente, o amplo uso desses farmacos vem



representando grande ameaga para a saude publica mundial (Brusselaers et al., 2011,
WHO, 2019a). Desde a descoberta da penicilina, Alexander Fleming ja alertava sobre
a possibilidade de bactérias adquirirem resisténcia. Apesar de representar fenbmeno
natural, a pressdo de selecdo imposta pelo uso indevido e excessivo de
antimicrobianos e o0 acesso das bactérias a ampla diversidade de genes de resisténcia
vem contribuindo para a rapida evolugao devido a grande capacidade de adaptacéo
desses microrganismos em curto periodo, acarretando infec¢gdes com altas taxas de
morbidade e mortalidade (Schwarz et al., 2016).

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos esta entre uma das
principais crises sanitarias globais que ameagam a nossa capacidade em tratar
infecgdes (McEwen e Collignon, 2018). O evento da resisténcia aos antimicrobianos
caracteriza-se pela capacidade de microrganismos adquirirem resisténcia a um
farmaco previamente eficaz para o tratamento da infecgdo (Antimicrobial Resistance
Collaborators, 2021). Microbiologistas e especialistas em doencgas infecciosas vém
reconhecendo o problema ha tempos e definindo o contexto atual mundialmente como
‘Pandemia silenciosa”, no qual ag¢des urgentes sdo necessarias e devem ser
manejadas mais efetivamente e ndo adiadas como problema futuro (McEwen e
Collignon, 2018; Founou et al., 2021).

De acordo com estimativas globais, o numero de mortes diretamente
relacionadas a resisténcia bacteriana aumentou para mais de 1,2 milhdo em 2019,
com a previsao de atingir, aproximadamente, 10 milhdes de mortes por ano até 2050,
caso agodes insuficientes sejam tomadas para controlar esse problema, podendo
tornar-se a principal causa de morte no mundo (Tang et al., 2023).

Muitos agentes infecciosos que inicialmente poderiam ser facilmente tratados
com diferentes antibidticos disponiveis, tém adquirido resisténcia e, em alguns casos,
virtualmente a todos antimicrobianos previamente eficazes (McEwen e Collignon,
2018). Nesse sentido, as chamadas “superbactérias”, aquelas que apresentam
resisténcia a multiplos farmacos antimicrobianos, tem aumentado exponencialmente
a prevaléncia em varias regides do planeta, ao passo que a descoberta e o
desenvolvimento de novas classes de medicamentos diminuiram drasticamente
nesse quase um seéculo do uso clinico de antimicrobianos (McEwen e Collignon,
2018).
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Dentro das diversas causas para o crescimento exponencial dessas bactérias,
o uso indiscriminado desses farmacos valiosos em multiplo setores de saude humana,
veterinaria e na producao de alimentos, € considerado como o principal problema a
ser abordado nas estratégias de mitigacdo da resisténcia bacteriana (McEwen e
Collignon, 2018; Tang et al., 2023). Através do processo de selecdo natural
darwiniana, as bactérias expostas a pressdo de selecdo impostas pelo uso de
antimicrobianos aumentam a aptiddo, adquirindo, expressando e compartilhando
genes de resisténcia. Outros fatores que contribuem para a disseminagao de bactérias
resistentes e seus genes, em nivel local e global, incluem: controle inadequado de
infecgbes, contaminagdo ambiental e a mobilidade geografica de pessoas e outros
animais infectados, ou pela comercializagao de produtos de origem animal (Holmes et
al., 2016; McEwen e Collignon, 2018).

O compartilhamento dos genes de resisténcia adquiridos, seja por transmissao
vertical (mutag&o) ou horizontal (conjugacao, transdugéo e transformacgao) ocorre de
forma facil e eficiente entre animais humanos e ndo humanos e o ambiente, fazendo
com que varios setores sejam mutuamente afetados. Dessa forma, o fendbmeno da
resisténcia aos antimicrobianos pode ser definido como problema ecoldgico que se
caracteriza por interagbes complexas, multifatoriais e multissetoriais envolvendo
diversas populag¢des microbianas (McEwen e Collignon, 2018).

Entre as principais estratégias para mitigar a resisténcia bacteriana destacam-
se acoes educativas voltadas a redugao do uso desnecessario de antimicrobianos e
o incentivo ao desenvolvimento de novos farmacos terapéuticos. Para alcancar esses
objetivos, é essencial estabelecer diretrizes e politicas que promovam o uso racional
de antimicrobianos, implementar vigilancia epidemioldgica eficiente, restringir a
prescricdo e comercializagcdo inadequadas, além de fomentar a criagdo de
medicamentos com foco prioritario na promog¢ao da saude coletiva multiespécie, em

vez de apenas atender os interesses econémicos (Dutescu, 2021).

2.2 Vigilancia epidemiolégica

A medida em que a eficacia do arsenal terapéutico para o tratamento de
infecgbes bacterianas foi progressivamente reduzida devido ao desenvolvimento e
disseminagao de genes de resisténcia entre as popula¢des bacterianas nosocomiais
e comunitarias, a Organiza¢gdo Mundial da Saude (OMS) langou, em 2015, o Plano de
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Acao Global sobre Resisténcia aos Antimicrobianos (GLASS — “Global Antimicrobial
Resistance Surveillance System”), buscando adequada vigilancia epidemiolégica para
a elaboracéo de estratégias que mitiguem essa ameaga em ambito internacional. Esse
sistema de vigilancia combina dados epidemiolégicos de pacientes (hospitalizados e
ambulatoriais) e laboratorios clinicos para aprimorar a compreensdo do impacto da
resisténcia bacteriana na saude e na sociedade, buscando avaliar de forma
apropriada os padrdes e tendéncias de resisténcia local e global (WHO, 2015;
Pilloneto et al. 2021).

Os dados observados no GLASS mostram que paises que possuem baixo
consumo de antimicrobianos, legislacdes restritivas para o uso desses farmacos,
principalmente como promotores de crescimento, e regulagdo efetiva de empresas
farmacéuticas, apresentam as menores taxas de resisténcia no mundo. Como
exemplo, paises noérdicos, como Dinamarca, Suécia, Finlandia e Noruega, que
possuem regulamentagao bastante restritiva para a venda e uso de antimicrobianos
em humanos e outros animais, apresentam as menores taxas de resisténcia no
mundo. Nesses paises, o consumo de antimicrobianos por 1000 habitantes esta entre
4118 e 5787 doses diaria definida (DDD), enquanto as taxas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina e E. coli resistente a cefalosporinas de terceira geragéo
variam de 1-3% e 4-7%, respectivamente (WHO, 2025; The Center for Disease
Dynamics Economics and Policy, 2019; Dutescu, 2021).

Quando consideramos paises sem regulamentagdes restritivas e nos quais
empresas farmacéuticas possuem mais liberdade para venda, como Estados Unidos,
as taxas de consumo aumentam para 8307 DDD e as taxas de resisténcia a
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e E. coli resistente a cefalosporinas de
terceira geracdo aumentam para 45% e 15%, respectivamente (The Center for
Disease Dynamics Economics and Policy, 2019). Além desses fatores, nos dados
aglomerados no GLASS até o momento, observa-se também que paises criticamente
marcados por desigualdades sociais, com alto consumo de antimicrobianos e sem
regulamentagdes efetivas apresentam taxas elevadas de resisténcia, como Brasil,
Argentina, Venezuela, Equador, india e Estados Unidos. Além das taxas elevadas de

resisténcia, o acesso a tratamentos eficazes e de qualidade € limitado a uma parcela
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da populagédo (WHO, 2025; The Center for Disease Dynamics Economics and Policy,
2019; Dutescu, 2021).

No Brasil, desde 2014, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
coleta e interpreta informacdes sistematicas de todos os hospitais com leitos de
terapia intensiva em relagéo as infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS),
com foco nas infec¢des da corrente sanguinea relacionadas a cateteres e marcadores
de resisténcia bacteriana. Em 2017, 72% dos hospitais brasileiros participaram do
programa de vigilancia. Nas unidades de terapia intensiva (UTI) de adultos e
pediatricas, observou-se altas taxas de resisténcia, com Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina, Acinetobacter spp. € Pseudomonas aeruginosa resistentes
aos carbapenémicos destacando-se entre os principais patdgenos causadores de
infecgbes sanguineas (ANVISA, 2017; Pilloneto et al., 2021). Ainda em 2017, o Brasil
aderiu ao GLASS, tendo reportado seus primeiros dados consolidados em 2019.

Os dados reportados apresentam predominancia de bactérias Gram-negativas
(>65%) nesses pacientes, e os isolados adquiridos na comunidade foram
majoritariamente provenientes de infecgdes urinaria por Escherichia coli. No entanto,
Staphylococcus aureus também figuram como causa relevante de infecgdes
comunitarias, perfazendo quase 25% do total de isolados. Além dessas espécies, P.
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Enterococcus spp. também foram
frequentemente reportados como causadores de infecgdes graves em humanos
(Moraes et al., 2000; Sader et al., 2001; Rice, 2008; Marra et al. 2011; ANVISA, 2017,
Braga et al., 2018; Pilloneto et al. 2021; Zarpellon et al., 2018).

Apesar de estudos e estratégias de vigilancia epidemiolégica estarem
avangando na medicina humana no Brasil e no mundo, nos setores veterinarios ainda
existem muitas lacunas. Dados reportados mundialmente, nos ultimos anos,
demonstram taxas alarmantes de resisténcia de diferentes bactérias de importancia
clinica. Paises como Brasil, I, Italia, Nigéria, Polénia, Portugal, Africa do Sul e Suica
(Menandro et al., 2019; Teixeira et al., 2019; Dazio et al., 2021; Menezes et al., 2021,
Menezes et al., 2022; Moses et al., 2022; Prior et al., 2022; Viegas et al. 2022;
Miszczak et al., 2023; Naziri et al., 2023; Araujo et al., 2024; Silva et al., 2024)
apresentaram taxas de prevaléncia de MRS entre 10 e 85,9%. No Brasil, dados

reportados também mostram taxas alarmantes de Staphylococcus spp.,
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Pseudomonas aerugionosa e membros da familia Enterobacteriacea resistentes a
fluoroquinolonas, com taxas de resisténcia podendo chegar até 100% em alguns
estudos (Menezes et al., 2021; Arais et al., 2016; Gheller et al., 2017).

Porém, a falta de um banco de dados epidemioldgico consistente e amplo sobre
o perfil fenotipico e genético de bactérias causadoras de infecgdes na medicina
veterinaria tem limitado drasticamente a elaboragao de estratégias para controle da
transmissdo e disseminagdo desses isolados entre ambiente, humanos e outros
animais, assim como possibilidades de tratamento eficazes. Dessa forma, estudos e
pesquisas epidemioldgicas tornam-se primordiais para contribuir na elaboragédo de
planos de agbes eficazes que mitiguem os impactos da resisténcia bacteriana aos

antimicrobianos.

2.3 Bactérias causadoras de infec¢oes

2.3.1 Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. sao um género de bactérias Gram-positivas
caracterizadas pela presenca da enzima catalase, que € considerada um fator de
viruléncia, uma vez que impedem que os neutréfilos causem a morte celular
bacteriana (Mandell, 1975). E um grupo de bactérias comensais da pele e mucosas
de humanos e animais, porém por sua caracteristica oportunista podem causar
afeccdes clinicas em caes e gatos, como infec¢gdes cuténeas, urinarias, otologicas,
ortopédicas e respiratoria, podendo evoluir para casos graves de sepse (Turk et al.,
2015; Chaudhary et al., 2017; Shoen et al., 2019).

Podem ser divididas em dois grandes grupos de acordo com a produg&o ou nao
da enzima coagulase. As principais espécies estafilocdcicas coagulase-positiva s&o
S. aureus e S. pseudintermedius, esta ultima a mais prevalente em caes e gatos. Entre
espécies coagulase-negativa, S. epidermidis e S. haemolyticus sdo as mais
prevalentes em animais humanos e ndo humanos, representando importantes
patdogenos causadores de infec¢gdes nosocomiais graves (Chaudhary et al., 2017,
Shoen et al., 2019; Dazio et al., 2021; Viegas et al., 2022).

A primeira cepa de Staphylococcus spp. resistente a penicilina foi relatada em
1940, trés anos antes do inicio do uso clinico desse antibidtico (Ventola, 2015). O
principal mecanismo de resisténcia a penicilina ocorre pela produgcido de enzimas

extracelulares denominadas p-lactamases. As B-lactamases inibem a ac&o dos beta-
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lactamicos ao clivar o anel beta-lactamico, mecanismo essencial para a agao dessa
classe de antimicrobianos. O gene blaZ é o responsavel pela produgado dessas
enzimas e geralmente esta localizado no material genébmico, porém também pode
estar presente em plasmideos (Pimenta et al., 2023).

Duas décadas depois do relato resisténcia a penicilina, foram isoladas as
primeiras cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Ventola, 2015; Rolo
et al., 2017) e, desde entédo, isolados de Staphylococcus spp. resistente a meticilina
tem emergido mundialmente nas ultimas décadas (Duim et al., 2016; Pires et al.,
2016). A resisténcia a meticilina esta associada com o gene mecA, o qual codifica
uma proteina ligadora de penicilina extra e confere resisténcia a todos farmacos da
classe dos B-lactamicos, com excegao a cefalosporinas de quinta geragéo. Esse gene
esta localizado no “Staphylococcal cassette chromosome mec” (SCCmec) (Ventola,
2015; Rolo, 2017).

Frequentemente, isolados MRS também apresentam resisténcia a outras
classes de antimicrobianos e s&o classificadas como resistentes a multiplas drogas. A
resisténcia a farmacos aminoglicosideos, como gentamicina, tobramicina, canamicina
e amicacina, € outro importante mecanismo de resisténcia dessas espécies. O gene
aacA-aphD, geralmente esta presente no plasmideo, cromossomo ou em ambos e é
responsavel pela expressao de resisténcia a essa classe de antibioticos (Udou, 2001).

A resisténcia cruzada a macrolideos, lincosaminas e estreptogramina B (MLSy)
também é frequente em espécies de Staphylococcus spp., geralmente causada pela
expressao do gene erm, o qual altera o sitio de agao do antibidtico. Aproximadamente,
80% das bactérias MRS apresentam resisténcia aos antibiéticos dessa classe
(Miklasinska-Majdanik, 2021). A resisténcia a tetraciclina também tem sido alarmante
devido ao uso indiscriminado desses antibioticos na rotina clinica veterinaria e na
producdo animal. O gene tet(M) codifica uma proteina de protegéo ribossomal que
reduz a afinidade dos ribossomos pela tetraciclina na presenga de GTP, sendo um
dos genes do complexo tet responsavel pela resisténcia as tetraciclinas (Burdett,
1996).

2.3.2 Enterococcus spp.
Enterococcus spp. sao bactérias Gram-positivas, aerdbias facultativas,

habitantes naturais do trato gastrintestinal em humanos e muitas outras espécies
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animais, incluindo animais de producdo e de companhia. Sdo contaminantes
ambientais e em alimentos, se inserindo na cadeia alimentar e facilmente transmitidos
(Torres et al., 2018).

Dessa forma, espécies do género Enterococcus s&o importantes patogenos
oportunistas, especialmente E. faecalis e E. faecium, que podem causar ampla
variedade de infec¢des, principalmente em pacientes imunossuprimidos (Torres et al.,
2018). Esses microrganismos além de possuir diferentes mecanismos intrinsecos de
resisténcia a varios agentes antimicrobianos, também tém a capacidade de adquirir
novos mecanismos de resisténcia, o que acarreta uma limitagdo importante nas
alternativas de tratamento disponiveis (Torres et al., 2018).

Entre os principais mecanismos de resisténcia naturais estdo a resisténcia a
farmacos da classe dos B-lactamicos, exibindo resisténcia a cefalosporinas e
susceptibilidade reduzida as penicilinas, devido a expressao de proteinas ligadoras
de penicilinas (PBPs) de baixa afinidade (Hollenbeck e Rice, 2012). A expresséo do
gene blaZ, por mecanismo semelhante ao citado anteriormente em Staphylococcus
spp., pode codificar resisténcia adquirida a ampicilina (Torres et al., 2018).

Esses microrganismos também s&o intrinsicamente resistentes a baixas
concentragbes de aminoglicosideos, que s&o as concentragdes normalmente
utilizadas clinicamente, devido a baixa permeabilidade da parede celular. A resisténcia
a altos niveis de aminoglicosideos pode ser adquirida e, geralmente, é codificada pela
familias dos genes aacA-aphD que codificam uma enzima bifuncional, conferindo
resisténcia a gentamicina, canamicina, amicacina, netilmicina e tobramicina (Torres et
al., 2018).

A resisténcia as tetraciclinas, como tetraciclina, clortetraciclina, oxitetraciclina e
doxiciclina, representam um dos mecanismos de resisténcia adquiridos mais
prevalente nessas espécies. Os genes relacionados mais frequentemente sao
aqueles implicados com a protecéo ribossomal, como tet(M), tet(O), tet(S), e efluxo ou
inativagado enzimatica, como tet(K) e tet(L) (Franke e Clewell, 1980; Torres et al.,
2018). Esses genes podem ser facilmente transferidos, mesmo na auséncia de
plasmideos (Franke e Clewell, 1980), devido a familia Th916/Tn1545 de transposons
conjugativos que carreia o gene tet(M), geralmente em combinag&o com o gene ermB,
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um dos responsaveis mais prevalente pela resisténcia aos antibioticos MLS,, (Torres
et al., 2018).

2.3.3 Escherichia coli

E. coli esta entre as espécies de bactérias anaerdbias facultativas Gram-
negativas mais prevalentes colonizando o trato gastrointestinal de humanos e animais.
Apesar de comensal da microbiota intestinal, essa espécie é responsavel por causar
diversas infec¢des, podendo acarretar infec¢gdes graves devido fatores patogénicos
ou de viruléncia toxigénica (Friedman et al., 2002; Akbar e Anal, 2011; Arbab et al.,
2022). Além disso, sao bactérias comensais capazes de carrear genes de resisténcia
sem infeccdo ativa, disseminando-se facilmente pela contaminagao de ambientes com
fezes (Salgado-Caxito et al., 2021a; Salgado-Caxito et al., 2021Db).

Entre os microrganismos da familia Enterobacteriaceae a produgdo de -
lactamase de espectro estendido é o principal mecanismo de resisténcia aos
antimicrobianos da classe dos -lactdmicos (Laudy et al., 2017). A producéo dessas
enzimas leva a hidrélise de penicilinas, cefalosporinas e aztreonam, porém sao
inativadas pelos inibidores de [B-lactamase, como acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam, e apresentam-se, geralmente, sensiveis aos carbapenémicos (Laudy et
al., 2017). As principais ESBLs caracterizadas até o momento sdo derivadas das
variantes dos genes blatewm, blastv € blactx-w (Laudy et al., 2017).

Adicionalmente, outro importante mecanismo de resisténcia em espécies de
enterobactérias esta relacionado a produg¢ao de carbapenemases, o qual decorre da
aquisicdo de genes de resisténcia como blakrc, blanom € blaoxa e codifica resisténcia
a todos agentes do grupo dos B-lactamicos (Logan e Weinstein, 2017). O gene
responsavel pela resisténcia a colistina mediada por plasmideo (mcr) também foi
descrito em enterobactérias de animais, alimentos e humanos, e, atualmente,
representa um dos mais preocupantes mecanismos de resisténcia bacteriana no
contexto da saude publica mundial devido ao alto potencial de disseminacgao, e
relatado nos paises da América do Sul (Fernandes et al., 2016).

2.4 Reservatorios de bactérias resistentes
Em todos os locais onde sao utilizados antimicrobianos, existem reservatoérios

de resisténcia, incluindo ambientes hospitalares humanos e veterinarios,
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comunidades e industria de producdo animal. Além disso, bactérias resistentes podem
ser encontradas em diferentes ambientes terrestres e aquaticos, como na agua, solo,
e muitos outros nichos ecoldgicos nos quais sdo despejados esgoto, residuo da
industria farmacéutica e escoamento de fezes (McEwen e Collignon, 2018;
Hanczvikkel e To6th, 2018).

O ambiente hospitalar veterinario tem sido reportado como o principal fator de
risco na aquisicdo de patdgenos resistentes por cdes hospitalizados. O aumento de
reservatorios de bactérias multirresistentes na comunidade resulta na persisténcia
desses microrganismos nas Unidades de Tratamento Intensivo (UTI) em hospitais,
onde se encontra a populagdo mais vulneravel as infec¢des (Suthar et al., 2014;
Foschi et al., 2022). As principais espécies nesses ambientes sdo as Gram-positivas
Staphylococcus spp. resistente a meticilina, Enterococcus spp. resistente a
vancomicina, e as Gram-negativas Klebsiella pneumoniae, E. coli e Proteus mirabilis
(Brusselaers et al., 2011; Suthar et al., 2014; Foschi et al., 2022).

2.5 Técnicas moleculares para caracterizagao bacteriana

Testes morfolégicos e bioquimicos, apesar de importantes na identificacdo
clinica de rotina dos géneros e/ou espécies de bactérias isoladas, possuem acuracia
limitada. Nesse sentido, o diagnostico molecular representa alternativa ndo apenas
para objetivos de pesquisa, mas também para auxiliar no diagnostico de infecgbes
bacterianas na rotina clinica de laboratorios de microbiologia e para adequada
vigilancia epidemioldgica. Entre testes tecnicamente simples e poucos onerosos para
identificacdo de espécies e genes de resisténcia amplamente utilizados na pesquisa
estdo a técnica de espectrometria de massas por ionizacdo e dessorcao a laser
assistida por matriz - tempo de voo (MALDI-TOF MS — “Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry”) e a técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR - “Polymerase chain reaction”) (Sauer et al., 2008;
Freiwald e Sauer, 2009; Canene-Adams, 2013). Enquanto para caracterizagdo do
perfil genético isolados bacterianos, a técnica de eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE - Pulsed-Field Gel Electrophoresis) é considerada como “padrao ouro”
na comparacao de estirpes, principalmente quando néo € possivel a realizagdo do

sequenciamento completo do genoma (Lopez-Canovas et al., 2019).
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2.51 MALDI-TOF

Abordagens de espectrometria de massas que utilizam a preparagdo molecular
de amostras biologicas tém sido expandidas nos ultimos anos. MALDI-TOF MS é uma
das técnicas mais conhecidas e, recentemente, amplamente utilizada para tipificagao
de espécimes bacterianos na rotina clinica e na pesquisa. A identificagado bacteriana
por determinacéo do perfil de proteinas das células bacterianas por MALDI-TOF MS
€ conveniente, rapida, acurada e com bom custo-beneficio (Sauer et al., 2008;
Freiwald e Sauer, 2009).

Resumidamente, a técnica consiste em transferir repique recente de amostra
previamente purificada e com alta massa bacteriana em uma placa de amostra que
sera exposta a irradiacédo a laser. Em seguida, apds adigdo e secagem da matriz, a
placa é inserida no espectrobmetro de massas, onde sera irradiada com o laser,
ionizando as proteinas presentes nas bactérias (principalmente proteinas
ribossomais). O acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) é a matriz primaria utilizada
e responsavel por (1) absorver eficientemente a energia do laser, (2) promover a
ionizagdo do isolado ao fornecer protons e (3) prevenir a degradagcdo do
microrganismo (Tsuchida et al., 2020).

A razdo massal/carga (m/z) dos componentes proteicos é determinada pelo
tempo necessario para que essas proteinas ionizadas alcancem o detector, ou seja,
pelo tempo de voo. A intensidade do sinal fornecera um espectro de massa (padréo)
que sera comparado com os espectros de um banco de dados de referéncia em
software. Assim, sera reportado as melhores correspondéncias do perfil de proteinas
da amostra bioldgica em relacdo ao banco de dados, assim como o escore de
confiabilidade da identificacao (Tsuchida et al., 2020).

O MALDI-TOF MS possibilita a identificagdo de microrganismos em estagios
mais precoces, reduzindo em 1 dia o periodo para identificagdo em relacéo aos testes
morfologicos e fenotipicos convencionais. Esse fato, quando aplicado na rotina clinica,
pode resultar em intervengdes antecipadas com terapias empiricas, acarretando em
resposta clinica mais rapida (Sauer et al., 2008; Freiwald e Sauer, 2009; Tsuchida et
al., 2020).
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25.2 PCR

O principal objetivo da PCR convencional € amplificar cdpias de uma regiao
especifica do DNA ou RNA, possibilitando adequada detecgdo desses segmentos
através de eletroforese em gel de agarose. Uma das principais aplicagbes dessa
técnica é o diagnostico de microrganismos, principalmente bactérias e virus (Canene-
Adams, 2013). Nas ultimas décadas, essa técnica tem sido amplamente utilizada para
triagem e deteccdo de genes de resisténcia, tanto em isolados bacterianos como em
amostras de tecido ou fluidos organicos, como sangue (Nusbaum, 1990).

A reacdo ocorre em trés etapas principais: desnaturacdo, anelamento e
extensao. Essas etapas sao repetidas em ciclos até que ocorra amplificacdo suficiente
Em seguida, a desnaturagéo separa o DNA de fita dupla em fita simples e os primers
se pareiam com suas sequéncias complementares presentes no DNA dos isolados.
Apo6s o anelamento e inicio do processo de copia, as fitas de DNA serdo copiadas

durante a etapa final de extensao (Canene-Adams, 2013).

2.5.3 PFGE

A eletroforese em gel de campo pulsado, técnica desenvolvida por Schwartz e
Cantor (1984), é uma metodologia considerada por muitos anos como o “padréo ouro”
para caracterizagdo de diversos organismos patogénicos, assim como tipificacdo de
espécies bacterianas causadoras de surtos infecciosos (Lopez-Canovas et al., 2019).
A PFGE possibilita organizar o DNA cromossdmico intacto de eucariotos unicelulares,
como fungos, leveduras e parasitas, em padrées de bandas chamados caridtipos
eletroforéticos, assim como separar fragmentos macro restritivos do genoma
bacteriano em padrdes de bandas denominados pulsotipos ou impressdes digitais de
DNA (“DNA fingerprints”), e facilitar o estudo de rearranjos cromossémicos extensos
do genoma humano (Lopez-Canovas et al., 2019).

Atualmente, a determinagdo do perfil eletroforético do DNA bacteriano € a
principal aplicagao da técnica, fornecendo informagdes para identificar origens clonais
de isolados em surtos de infecgéo, e para rastrear possiveis fontes de contaminacao,
e rotas de transmissdo e disseminacdo, apresentando-se como método menos
oneroso do que as técnicas de sequenciamento do genoma completo (Lopez-Canovas
et al., 2019; Neoh et al., 2019).
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A técnica de PFGE resume-se em obter o DNA intacto pela imobilizacdo das
células em blocos de agarose, seguida da lise e desproteinizagdo do DNA in situ,
principalmente pela utilizagdo de enzimas restritivas (Lopez-Canovas et al., 2019). O
principio da técnica de separagao do DNA (moléculas entre 20kb e 5Mb) é baseado
na alternancia da direcdo da aplicacdo de dois campos elétricos e na habilidade das
moléculas se reorientarem dependendo do seu tamanho. Dessa forma, moléculas
menores se reorientam mais rapidamente que moléculas maiores, acarretando sua
separagao (Lopez-Canovas et al., 2019; Neoh et al., 2019).

ApoGs a obtencgdo do padrao de bandas, o gel € analisado em software, como
GelCompar, Molecular Analyst Fingerprinting, Biolmage, Phoretix ou BioNumerics,
que atribuira linhagens com base no incremento de diferengas de bandas e utilizara
coeficientes de similaridade baseados em bandas, como Dice, Jaccard ou Pearson
(Neoh et al., 2019). Dendrogramas podem ser construidos por meio de algoritmos
como o Método de Agrupamento Ndo Ponderado com Média Aritmética (UPGMA -
“‘Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Averaging”) ou o método de Jungéo
de Vizinhos (NJ — “Neighbor-Joining”). As arvores filogenéticas possibilitam, entdo, a
comparacgao da relagdo genética e a atribuigédo clonal (Félix et al., 2015). Coeficientes
de similaridade de maiores que 80% consideram os isolados geneticamente
relacionados, identificando possiveis clones (McDougal et al., 2003).

3 HIPOTESE

A hipotese formulada é de que o ambiente cirurgico de hospital escola
veterinario serve como possivel fonte de bactérias portadoras de genes de resisténcia
de relevancia clinica, além de possibilitar o compartihamento de isolados entre
pacientes, equipe cirurgica e o proprio ambiente.

4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GERAL

Identificar geneticamente E. coli, e espécies de Staphylococcus, Enterococcus
isoladas no sitio cirurgico superficial de caes, méos dos cirurgides e da sala operatoria
durante o periodo intraoperatorio, além de comparar a diversidade genética entre
essas diferentes fontes.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (1) Identificar E. coli, e espécies de Staphylococcus e Enterococcus presentes

no ambiente cirurgico;

e (2) Detectar genes de resisténcia selecionados em isolados de Staphylococcus
spp., Enterococcus spp. e E. coli do ambiente cirurgico;

e (3) Determinar o perfil genético dos isolados de Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp. e E. coli do ambiente cirurgico.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos Eticos

Este estudo esta de acordo com as recomendacdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e do Conselho Nacional de Saude
(CNS) do Brasil, aprovado pelo Comité de Etica Institucional no Uso de Animais
(protocolo n° 5436/20), pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CAAE:
07111419.4.0000.9029 e 39163720.5.0000.9029) e pelo Sistema Nacional de Gestéo
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) (protocolo
n°® A621D91). Os tutores dos cées e as pessoas responsaveis pela cirurgia foram
informados sobre os métodos e objetivos do estudo e forneceram consentimento

informado por escrito.

5.2 Desenho do estudo e populagao

Este € um estudo epidemiolégico de corte transversal, conduzido em um
hospital veterinario-escola no estado de S&o Paulo, Brasil. Foram obtidos 75 isolados
provenientes do sitio cirurgico superficial (SS) de 30 caes (n=40), que n&o haviam
recebido terapia antimicrobiana nas 72 horas anteriores a coleta, bem como do
ambiente da sala cirurgica (n=27) e de 8 cirurgides veterinarios (n=8), durante 30
procedimentos distintos. Esses caes foram submetidos a cirurgias classificadas como
limpas/limpas-contaminadas (G1 [n = 20]) ou contaminadas (G2 [n = 10]). As feridas
cirargicas foram classificadas de acordo com o Apéndice A.

Todos os cées selecionados foram submetidos ao exame fisico, hematoldgico,

bioquimico sérico e cardioldgico necessario para avaliagao clinica pré-operatoria.
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5.3 Preparacao do paciente e equipe cirurgica

A inducdo e manutencao anestésica foram realizadas conforme a classificagao
ASA (American Society of Anesthesiologists) para cada paciente, seguindo o
protocolo do setor de Anestesiologia de Pequenos Animais (Mayhew, 2019). A
cefazolina sodica (25 mg/kg, 1V) foi administrada entre 30 e 60 minutos antes da
incisdo cirurgica, com reaplicagdes a cada 90 minutos durante o procedimento. No
poOs-operatorio, a prescricdo de antimicrobianos variou conforme a decisdo do
cirurgido responsavel.

A antissepsia cirurgica das méos foi realizada com solugéo de clorexidina 2% ou
iodopovidona 2% por 3 a 5 minutos. A tricotomia ampla foi feita com lamina de
tricotomizador n°® 40, na sala de preparo cirurgico ou apds a indugédo anestésica na
mesa de cirurgia, conforme a preferéncia do cirurgido. A antissepsia prévia do sitio
cirargico foi realizada com solugdo de clorexidina 2% e alcool isopropilico 70%,
enquanto a antissepsia definitiva seguiu 0 mesmo protocolo ou foi realizada com

solugao alcodlica de clorexidina 0,5%.

5.4 Amostragem

Os isolados utilizados neste estudo foram provenientes de uma bacterioteca
obtida por amostragem de conveniéncia em estudo anterior previamente publicado
(Menezes et al., 2022). As amostras foram coletadas utilizando um cotonete estéril
com ponta de algodao seco, transportado em tubo estéril contendo solugcdo de
peptona bacterioldgica a 0,1%. Para as amostras dos cirurgides, o cotonete estéril foi
friccionado, antes e apds a antissepsia cirurgica das maos, em movimentos circulares
do punho até as pontas dos dedos (incluindo as superficies dorsal e palmar), repetindo
o procedimento trés vezes para cada dedo. Para as amostras da pele dos caes, o
cotonete estéril foi friccionado sobre o sitio cirurgico superficial, apds incis&o cirurgica.
Em seguida, os cotonetes foram inoculados em agar sangue bovino a 5% (Oxoid,
Reino Unido).

As amostras ambientais foram coletadas por exposi¢&o passiva, utilizando uma
placa de Petri com agar “Brain Heart Infusion” (BHI; Oxoid, Reino Unido), que
permaneceu aberta durante todo o procedimento em um suporte de 1 metro de altura
e 20 cm de distancia da mesa cirurgica.
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Todas as amostras foram incubadas a 37°C por 24 horas, sob condigdes
aerobicas. Colonias morfologicamente distintas foram selecionadas de cada amostra
para analises subsequentes. Cada coldnia obtida foi preservada em caldo BHI com
solugéo de glicerol a 30% (1:1) a -80 °C.

A figura 1 resume a metodologia de coleta e processamento das amostras.
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Figura 1. Fluxograma de coleta e processamento das amostras obtidas das maos do cirurgido, sitio cirurgico superficial de cées e
ambiente da sala operatodria durante o periodo intraoperatorio de cirurgias limpas/limpas contaminadas e contaminadas em um Hospital
Veterinario Escola localizado no estado de Sao Paulo, Brasil.
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A ferida cirurgica foi monitorada até trinta dias de pds-operatério para o
desenvolvimento de sinais de hiperemia, edema, sensibilidade dolorosa, drenagem
de secrecdo serosa e/ou purulenta, deiscéncia de sutura, abscesso e fistulagdes.
Quando observado trés ou mais dos sinais clinicos citados anteriormente ou na
presenca de secrecido purulenta, a ferida foi classificada como infectada. Quando
identificada infec¢ao pos-operatoria do sitio cirurgico incisional superficial foi realizado
nova colheita de material. Apos limpeza da ferida, com solugao salina estéril a 0,9%,
o cotonete foi friccionado na pele e tecido subcutaneo. Os animais que n&o retornaram
para avaliacdo no Hospital Veterinario foram contactados por telefone e questionados

sobre os sinais clinicos descritos.

5.5 Identificacao das espécies bacterianas

Antes de cada analise, a cultura congelada foi inoculada em caldo BHI com
auxilio de uma alga de inoculagédo de 1 uL e incubadas a 37°C por 24 horas, sob
condi¢des aerobicas.

Para este estudo, foram selecionados, por conveniéncia, 48 isolados de
Staphylococcus spp., 19 de Enterococcus sp. e 8 de Escherichia coli identificados pela
técnica MALDI-TOF MS (Tabela 1). A preparagcado das amostras, aquisigao de dados
e analise foram realizadas conforme descrito por Sauer et al. (2008) e Freiwald e
Sauer (2009).

Tabela 1. Numero de isolados de Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e
Escherichia coli obtidos do sitio cirurgico superficial de caes, méos do cirurgido e sala
operatoria durante o periodo intraoperatorio em cirurgias limpas, limpas-contaminadas

e contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil,
no ano de 2019.

. Sitio cirargico Maos do .
Espécie . . . Ambiente Total
superficial cirurgiao
Staphylococcus spp. 25 6 17 48
Enterococcus spp. 10 3 6 19
E. coli 5 - 3 8

Na etapa de purificacéo, as estirpes foram cultivadas em um volume de 3 mL
de TSB (“Trypit soy broth”) e incubadas a 37°C, durante 16 a 24 h, sob condi¢des

aerobias. A partir da cultura em meio liquido, com bom crescimento, 0,5 mL foram
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transferidos para microtubo de 1,5 mL. Em seguida, as amostras foram centrifugadas
por 1-2 minutos a 13000 rpm, o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente com
auxilio de pipeta automatica e desprezado. O precipitado foi, entdo, ressuspendido
cuidadosamente em 500 ulL de agua ultrapura estérii e adequadamente
homogeneizando com auxilio de pipeta. A suspenséo foi centrifugada novamente por
1-2 minutos a 13000 rpm, sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido
cuidadosamente em 200 uL de agua ultrapura estéril, e, com auxilio de uma pipeta,
homogeneizado adequadamente, evitando a formagcdo de grumos e precipitados
indesejaveis. Por fim, 700 uL de etanol 100% (PA) foram adicionados, procedendo-se
homogeinizagdo manual. As amostras foram estocadas entre 2 e 4°C.

Os isolados inativados na etapa anterior foram centrifugados, por 2 minutos a
13000 rpm, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado
cuidadosamente. Adicionou-se, entdo, ao depdsito de células, 10 uL de acido férmico
70%, homogeinizando cuidadosamente com pipeta. Em seguida, foram adicionados
10 uL de acetonitrila (100%) e homogeneizado brevemente no vortex. As amostras
foram entéo centrifugadas por 2 minutos a 13000 rpm, em temperatura ambiente.

Em seguida, uma aliquota de cada isolado previamente purificado, foi
transferida para a placa alvo “BC” de ago polido “MTP 394" (Microflex LT, Bruker
Daltonics/ BD, Alemanha, EUA) e, apdés alguns minutos para rapida secagem, foi
adicionada a matriz (acido a-ciano-4- hidroxicinamico [HCCA]). Apos esse
procedimento, os espectros de massa foram obtidos por espectrometro de massas
Autoflex Il Smartbeam. O software MALDI Biotyper 3.1 da Bruker Daltonics foi
utilizado para identificar os isolados bacterianos com base nos espectros de massa.
Foram aplicados os critérios interpretativos padrdo da Bruker: escores = 2,0 foram
considerados indicativos de alta confiabilidade em nivel de espécie, enquanto escores
entre 1,7 e 1,99 indicaram alta confiabilidade a nivel de género. Isolados com escores
< 1,7 foram excluidos deste estudo.

5.6 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os testes fenotipicos de resisténcia aos antimicrobianos foram realizados em
estudo prévio ja publicado (Menezes et al., 2022). Os isolados foram testados pelo
meétodo padrdo de difusdo em disco de Kirby-Bauer (Bauer e Kirby, 1996) em agar
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Mueller-Hinton (Oxoid, Reino Unido), incubado a 37°C por 18 a 24 horas sob
condigbes aerdbicas. Os didmetros das zonas de inibicado foram medidos de acordo
com as diretrizes do CLSI (2018). Os discos de clindamicina e eritromicina foram
posicionados a uma distancia de 15 mm para a realizacdo do teste de resisténcia
induzivel a clindamicina (D-test) em cepas de estafilococos.

5.7 Deteccao dos genes de resisténcia

5.7.1 Extragao do DNA bacteriano

A extracdo de DNA dos isolados de Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.
foi realizada seguindo o método proposto por Bag et al. (2016) e Moraes et al. (2022),
com algumas modificagbes. Resumidamente, aliquotas de 1,5 mL da cultura
bacteriana de cada isolado foram centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos a 12 °C
para obtencao do pellet celular. O meio de cultura foi descartado, e o pellet bacteriano
foi ressuspendido em 700 pyL de tampéao de extragdo de DNA [Tris-HCI 160 mM pH
8,0; EDTA 60 mM pH 8,0; NaCl 20 mM; SDS 0,5% (p/v)]. A lise celular ocorreu a 65
°C por 40 minutos. Em seguida, 300 pL de solugao de acetato de potassio 5 M foram
adicionados, e, ap6s homogeneizagado, a solugao foi mantida em banho de gelo por
30 minutos.

A purificagdo do DNA foi realizada utilizando 600 uL de cloroférmio:alcool
isoamilico 24:1 (v/v), seguido de centrifugagcdo a 12000 rpm a 10 °C por 10 minutos.
O sobrenadante claro foi transferido para novos tubos, aos quais foram adicionados
1000 pL de etanol absoluto gelado. A solugao foi homogeneizada e mantida no freezer
a -20 °C por 12 horas para precipitacdo do DNA. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 12000 rpm a 10 °C por 17 minutos para obtengao do pellet de DNA.
O sobrenadante foi descartado, e o pellet lavado com 700 pyL de etanol 70% (v/v),
seco a 55 °C e ressuspendido em 30-50 yL de tampé&o TE 10:1 (Tris-HCI 10 mM pH
8,0; EDTA 1 mM pH 8,0).

O DNA das bactérias Gram-negativas foi obtido utilizando o método de extragao
por fervura, conforme descrito por Keskimaki et al. (2001). Para tanto, aliquotas de 1
mL da suspensdo bacteriana, de cada isolado, foi centrifugada a 12000 rpm por 2
minutos a 20 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 1 mL de tampao
fosfato-salino (NaH2PO4.H20 0,2 M; NaH2P0O4.12H20 0,2 M; NaCl 0,14 M; pH 7,2) foi
adicionado, procedendo-se adequada homogeinizag&o e centrifugagcéo a 12000 rpm
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por 2 minutos, a 20 °C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 0,5 mL de agua deionizada estéril. Procedeu-se a fervura a 100 °C
por 10 minutos, seguido de centrifugagdo a 12000 rpm por 2 minutos, transferéncia
do sobrenadante para outro microtubo e conservagao a -20 °C.

5.7.2 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Os genes de resisténcia selecionados foram detectados por amplificacdo por
PCR. As condicbes de PCR para detecgdo dos genes testados foram realizadas
conforme protocolos previamente descritos, disponiveis nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Genes de resisténcia amplificados por PCR em Escherichia coli isoladas do sitio cirurgico de caes, das maos de cirurgides

e da sala de operacdo em um Hospital Veterinario Escola no estado de S&o Paulo, Brasil.

Genes Sequéncia de nucleotideo (5’ — 3’) Tar(’r;)abr;ho Etapas da amplificagao Referéncia
Der:i;tsi:gao Denaturagdo  Anelamento  Extensdo Elongamento Ciclos
blarems F-GGGGAGCTCATAAAATTCTTGAAGAC 1100 94°.C 95°C 580_0 72°p 72°p 30 Essack et al.,
R-GGGGGATCCTTACCAATGCTTAATCA Tmin 30sec 1min Tmin 7min (2001)
blasy F-ATGCGTTATATTCGCCTGTG 860 95°.C 95°C 580_0 72°p 72°p 30 Spanu et al.,
R-GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG 5min 30sec 1min 1min 7min (2002)
blasiy.1 F-GCCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 1015 94°.C 94°C 55°C 720,0 72°,C 25 Essack et al.,
R-TCTTTCCGATGCCGCCGCCAGTCA 5min 30sec 45sec Tmin 7min (2001)
blactx-m- F - TTAGGAARTGTGCCGCTGYA 688 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 25 Dallenne et al.,
1,3e15 R - CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 5min 30sec 45sec Tmin 7min (2010)
blactx-m- F - CGTTAACGGCACGATGAC 404 94°C 94°C 55°C 72°C 72°C 25 Dallenne et al.,
2 R - CGATATCGTTGGTGGTRCCAT 5min 30sec 45sec Tmin 7min (2010)
blacuy.s F - ATGATGAAAAAATCGTTATGCT 3202 94°.C 94°C 60°C 72°p 72°p 30 Kojima et al.,
R - TATTGCAGCTTTTCAAGAATGCG 3min 30sec 30sec Tmin 7min (2005)
mer; F - AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 320 94°(? 94°C 58°C. 720,0 72°Q 25 Rebelo et al.,
R - AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 15min 30sec 1:30min Tmin 10min (2018)
mer F - CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 715 94°(? 94°C 58°C. 720,0 72°Q 25 Rebelo et al.,
R - TCTAGCCCGACAAGCATACC 15min 30sec 1:30min Tmin 10min (2018)
mers F - AATAAAAATTGTTCCGCTTATG 929 94°(? 94°C 58°C. 72°p 72°Q 25 Rebelo et al.,
R - AATGGAGATCCCCGTTTTT 15min 30sec 1:30min Tmin 10min (2018)
mera F - TCACTTTCATCACTGCGTTG 1116 94°(? 94°C 58°C. 72°p 72°Q 25 Rebelo et al.,
R - TTGGTCCATGACTACCAATG 15min 30sec 1:30min Tmin 10min (2018)
ndm F- GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 94°C 94°C 52°C 72°C 72°C 36 Poirel et al.,
R - CGGAATGGCTCATCACGATC 10min 30sec 40sec 50sec 5min (2011)
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Tabela 3. Genes de resisténcia amplificados por PCR em Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. isoladas do sitio cirurgico de

caes, das maos de cirurgides e da sala de operacdo em um Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil.

Genes Sequéncia de nucleotideo (5’ — 3’) Tar(r;:«::;ho Etapas da amplificagado Referéncia
Derli;[;r::gao Denaturagdo  Anelamento  Extensdo Elongamento Ciclos

tet(M) F-AGTGGAGCGATTACAGAA 158 95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 30 Kumar et al.,
R-CATATGTCCTGGCGTGTCTA 3min 1min 1min Tmin 7min (2010)

ermA F-AAGCGGTAAACCCCTCTGA 190 95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 30 Kumar et al.,
R-TTCGCAAATCCCTTCTCAAC 3min 1min 1min Tmin 7min (2010)

aacA- F-TAATCCAAGAGCAATAAGGGC 297 95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 30 Kumar et al.,
aphD R-GCCACACTATCATAACCACTA 3min 1min 1min Tmin 7min (2010)

blaz F-ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173 95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 30 Duran et al.,
R-TGACCACTTTTATCAGCAACC 3min 1min 1min 1min 7min (2012)

mecA* F-ACTGCTATCCACCCTCAAAC 163 95°C 94°C 55°C 72°C 72°C 30 Mehrotra et al.,

R-CTGGTGAAGTTGTAATCTGG 3min 1min 1min Tmin 7min (2000)

*apenas para Staphylococcus spp.
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Os genes tet(M) (Kumar et al., 2010), aacA-aphD (Kumar et al., 2010), ermA
(Kumar et al., 2010) e blaZ (Duran et al., 2012) foram pesquisados nos isolados de
Staphylococcus spp. e Enterococcus spp., enquanto mecA (Mehtora et al., 2000) foi
exclusivamente investigado em Staphylococcus spp. Nos isolados de E. coli, os
seguintes genes foram investigados: blatem-1 (Essack et al., 2001), blasxv (Spanu et
al., 2002), blasnv-1 (Essack et al., 2001), blactx-m-1, 3¢ 15 (Dallenne et al., 2010), blactx-
m-2 (Dallenne et al., 2010), blacuy-2 (Kojima et al., 2005), mcrs (Rebelo et al., 2018),
mcr2 (Rebelo et al., 2018), mcrs (Rebelo et al., 2018), mcr4 (Rebelo et al., 2018) e ndm
(Poirel et al., 2011).

O protocolo de PCR seguiu o método descrito por China et al. (1996), com
pequenas modificagdes. Resumidamente, uma aliquota de DNA (2 L) foi adicionada
a uma mistura contendo 0,4 pL de dNTP (2 mM), 2 uL de solugdo tampao 10X (200
mM Tris-HCI; 500 mM KCI; 20 mM MgCI2 [pH 8,5]), 0,8 uL de MgCl> (25 mM), 0,2 yL
de Taqg DNA polimerase e 1 pL de cada primer (10 pmol), “forward” e “reverse”. O
volume final de 20 pL foi completado com agua ultrapura estéril.

Uma aliquota de 5 pyL de tampéao de carregamento com corante (0,25% azul de
bromofenol em 50% de glicerol) foi adicionada ao produto da PCR. Um marcador
molecular (100 pb ou 1000 pb) foi aplicado em gel de agarose a 1,5% contendo
SYBR® Safe DNA Gel Stain 10X (Thermo Fisher Scientific, Brasil). A eletroforese foi
realizada em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) a 120V, durante 40 a 60 minutos.

5.7.3 Genotipagem bacteriana

O DNA gendmico de todos os isolados de Staphylococcus spp. e Enterococcus
spp. foi digerido com a enzima Smal, enquanto os isolados de E. coli e Salmonella
spp. foram digeridos com Xbal. Posteriormente, os fragmentos foram separados pela
técnica de PFGE seguindo o protocolo padronizado do Centers for Disease Control
(CDC) (Ribot et al., 2006).

Os tempos de alternancia de pulso para E. coli foram de 2,2 s no tempo inicial
e 54,2 s no tempo final, com um gradiente de 6 V cm™ e angulo de 120°, a 14 °C por
21 horas. Para Staphylococcus spp. e Enterococcus spp., 0s tempos de alternéncia
foram de 5,0 s no tempo inicial e 40,0 s no tempo final, com o mesmo gradiente e
angulo, a 14 °C por 19 horas.
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O marcador de tamanho universal Salmonella sorotipo Braenderup H9812 foi
utilizado em todos os géis (Hunter et al., 2005).

5.7.4 Anadlise de dados

Os dados gerados foram submetidos a analise estatistica descritiva utilizando
a planilha do WPS Office Spreadsheet© versédo 5.7.1 (Kingsoft Office Corporation,
China) e expressos em porcentagens.

A frequéncia de genes de resisténcia (FR) foi calculada na planilha do WPS
Office de acordo com a férmula:

FR(%) = numero de isolados positivos para um gene especifico 100
(%) = ( numero total de isolados testados )X

O teste qui-quadrado foi aplicado utilizando o software R 4.3.3© (R Foundation
for Statistical Computing, Austria) para comparar as taxas de resisténcia bacteriana
entre isolados obtidos de diferentes fontes (dentro da mesma espécie) ou entre
diferentes espécies. Foi adotado um nivel de significancia de 0,05.

As impressdes genéticas de DNA foram analisadas com o software
BioNumerics 7.1 (Applied Maths NV, bioMérieux, Bélgica), e a similaridade dos
fragmentos de PFGE obtidos foi comparada usando o coeficiente de Dice, com uma
tolerancia e otimizagcdo de 1%. O dendrograma foi gerado utilizando o método de
agrupamento UPGMA. Um corte de similaridade de 90% foi aplicado no PFGE para
considerar isolados como geneticamente relacionados.

A razéo de diversidade (DR) foi calculada na planilha do WPS Office de acordo

com a féormula:

DR(%) = numero de padroes de bandas no PFGE 100
(%) = ( numero total de isolados )X

6 RESULTADOS

6.1 Classificagao das espécies bacterianas
A identificagdo e o escore obtido na analise por MALDI-TOF para os isolados
analisados encontram-se descritos nas Tabelas 4-6.
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Tabela 4. Identificagdo por MALDI-TOF MS de espécies de Staphylococcus obtidas
do sitio cirurgico superficial de cdes, méos do cirurgido e sala operatoria durante o
periodo intraoperatério em cirurgias limpas, limpas-contaminadas e contaminadas em
um Hospital Veterinario Escola no estado de S&o Paulo, Brasil, no ano de 2019.

Key Padrdo de correspondéncia (Best Match) ID NCBI (qu’:ﬁg: de) Escore
03 Staphylococcus xylosus FI FLR 1288 1 (+++) 2,15
04 Staphylococcus epidermidis 10547 CHB 1282 1(+) 1,92
05 Staphylococcus haemolyticus 10024 CHB 1283 1 (+++) 2,06
12 Staphylococcus haemolyticus DSM 20228 BRB 1283 1(+) 1,79
17 Staphylococcus haemolyticus 10024 CHB 1283 1 (+++) 2,08
20 Staphylococcus pseudintermedius LMG 9079 283734 1 (+++) 2,11
22 Staphylococcus hominis CICC 23976 CICC 1290 1 (+++) 2,12
24 Staphylococcus warneri DSM 20316T DSM 1292 1 (+++) 2,07
26 Staphylococcus haemolyticus Mb18803_2 CHB 1283 1(+) 1,86
27 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1(+) 1,99
29 Staphylococcus sciuri DSM 15613T DSM 1296 1(+) 1,97
33 Staphylococcus haemolyticus Mb18803_2 CHB 1283 1(+) 1,78
36 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2,06
38 Staphylococcus haemolyticus 10024 CHB 1283 1(+) 1,98
57 Staphylococcus epidermidis NY_1666 MCW 1282 1(+) 1,97
62 Staphylococcus epidermidis NY_1717 MCW 1282 1 (+++) 2,04
64 Staphylococcus epidermidis NY_1717 MCW 1282 1(+) 1,99
68 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2,22
78 Staphylococcus schieiferi DSM 4809 DSM 1295 1(+) 1,81
82 Staphylococcus pseudointermedius LMG 9079 LMG 283734 1(+) 1,94
83 Staphylococcus capitis DSM 20325 DSM 29388 1(+) 1,87
85 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1(+) 1,99
86 Staphylococcus pseudointermedius 472 RLT 283734 1(+) 1,97
87 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2,01
88 Staphylococcus haemolyticus 10024 CHB 1283 1 (+++) 2,13
90 Staphylococcus pseudointermedius 472 RLT 283734 1(+) 1,81
91 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2,08
100 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2,14
101 Staphylococcus pseudointermedius LMG 9079 LMG 283734 1 (+++) 2
103 Staphylococcus pseudointermedius LMG 9079 LMG 283734 1 (+++) 21
112 Staphylococcus epidermidis ATCC 14990T THL 1282 1(+) 1,97
113 Staphylococcus pseudointermedius LMG 9079 LMG 283734 1 (+++) 2.08
114 Staphylococcus epidermidis NY_1717 MCW 1282 1 (+++) 2,00
115 Staphylococcus haemolyticus 10024 CHB 1283 1 (+++) 2,07
116 Staphylococcus pseudointermedius LMG 9079 LMG 283734 1 (+++) 2,26
117 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2,05
118 Staphylococcus epidermidis NY_1666 MCW 1282 1(+) 1,78
126 Staphylococcus haemolyticus 10024 CHB 1283 1(+) 1,96
127 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2.01
128 Staphylococcus pseudointermedius 472 RLT 283734 1 (+++) 2.09
129 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1(+) 1.99
130 Staphylococcus pseudointermedius LMG 9079 LMG 283734 1(+) 1.87
132 Staphylococcus pseudointermedius LMG 9079 LMG 283734 1 (+++) 2.22
133 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 50530 CCUG 283734 1 (+++) 2.1
134 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 50530 CCUG 283734 1(+) 1.857
137 Staphylococcus pseudintermedius CCUG 32915 CCUG 283734 1 (+++) 2
142 Staphylococcus schleiferi DSM 4807T DSM 74707 1 (+4) 2,09
150 Staphylococcus lutrae DSM 10246 DSM 155085 1(+) 1,94

Legenda: MALDI-TOF MS = Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry.
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Tabela 5. Identificacdo por MALDI-TOF MS de espécies de Enterococcus obtidas do
sitio cirurgico superficial de caes, maos do cirurgido e sala operatéria durante o
periodo intraoperatério em cirurgias limpas, limpas-contaminadas e contaminadas em
um Hospital Veterinario Escola no estado de S&o Paulo, Brasil, no ano de 2019.

Key Padréao de correspondéncia (Best Match) ID NCBI (qu’:ﬁg: de) Escore
09 Enterococcus faecium DSM 17050 DSM 1352 1(++) 2,25
10 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,46
11 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,40
15 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,38
16 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,35
19 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,43
25 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+4) 2,19
34 Enterococcus faecium DSM 2146 DSM 1352 1 (+4) 2,26
42 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,42
50 Enterococcus faecium DSM 2146 DSM 1352 1 (+4) 2,26
60 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,43
61 Enterococcus faecium 11037 CHB 1352 1 (+++) 2,45
65 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1352 1 (+++) 2,47
66 Enterococcus faecium 11037 CHB 1352 1(+) 1,92
98 Enterococcus faecium VRE_PX_16086218 MLD 1352 1 (+4) 2,05
99 Enterococcus faecium ATCC 7080 THL 1351 1 (+4) 2,06
102 Enterococcus faecalis ATCC 7080 THL 1351 1 (+4) 2,06
104 Enterococcus faecalis ATCC 29212 CHB 1351 1 (+4) 2,01
108 Enterococcus faecium 20218_1 CHB 1351 1 (+4) 2,05

Legenda: MALDI-TOF MS = Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry.

Tabela 6. Identificacdo por MALDI-TOF MS de Escherichia coli obtidas do sitio
cirargico superficial de caes, maos do cirurgido e sala operatoria durante o periodo
intraoperatorio em cirurgias limpas, limpas-contaminadas e contaminadas em um
Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil, no ano de 2019.

Key Padréao de correspondéncia (Best Match) ID NCBI (qu’:ﬁg: de) Escore
69 Escherichia coli ATCC 25922 THL 562 1 (+++) 2,34
73 Escherichia coli MB11464_1 CHB 562 1 (+++) 2,39
74 Escherichia coli ATCC 25922 THL 562 1 (+++) 2,42
121 Escherichia coli ATCC 25922 CHB 562 1(+) 1,95
122 Escherichia coli ATCC 25922 THL 562 1 (+4) 2,06
123 Escherichia coli ATCC 25922 THL 562 1 (++) 2,22
141 Escherichia coli MB11464_1 CHB 562 1(+) 1,75
147 Escherichia coli MB11464_1 CHB 562 1(+) 1,89

Legenda: MALDI-TOF MS = Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight Mass Spectrometry.

Entre as espécies bacterianas analisadas, dentro de cada espécie, S.
pseudintermedius (83,33% [20/24]), E. coli (62,50% [5/8]) e Enterococcus spp.
(52,63% [10/19]) foram isolados com maior frequéncia da pele dos caes, enquanto
espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativa (CoNS; 62,50% [15/24]) foram
mais frequentemente isolados do ambiente da sala operatéria (Figura 2). Em relagao
as espeécies estafilococicas (Figura 3), a mais frequente foi S. pseudintermedius (50%
[24/48]), seguida por S. haemolyticus (19% [9/48]) e S. epidermidis (15% [7/48]). Entre
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as espécies enterocécicas, Enterococcus faecium (89,47% [17/19]) foi a mais
frequente, seguida por E. faecalis (10,53% [2/19]).

Ao comparar a ocorréncia entre os grupos, S. pseudintermedius foram mais
frequentes no G2 (70% [21/30]) do que no G1 (16,67% [3/18]), enquanto CoNS foram
mais frequentes no G1 (83,33% [15/18]) em comparagao com o G2 (30% [9/30]). Além
disso, Enterococcus spp. foram mais prevalentes no G1 (68,42% [13/19]), enquanto

isolados de E. coli foram identificados apenas no G2 (Figura 4).

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

o (1] ra

SS SSI Surgeon Environment Total

3 8

1B

m S. pseudintermedius ®m CoNS m Enterococcus spp. = E. coli

Figura 2. Frequéncia de isolados de Staphylococcus spp., Enterococcus spp. € E. coli
obtidos do sitio cirdrgico superficial de caes, maos do cirurgido e sala operatoria
durante o periodo intraoperatério em cirurgias limpas, limpas-contaminadas e
contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil, no

ano de 2019.
Legenda: CoNS = Staphylococcus spp. coagulase-negativa; SS = sitio cirirgico superficial de caes;
SSI = infecgao do sitio cirurgico; Surgeon = cirurgido; Environment = ambiente.



30

® S. pseudintermedius
= S. haemolyticus
= S. epidermidis
S. schleiferi
= S. capitis
® S. sciuri
= S. warneri
m S Jutrae
m S. xylosus

= S. hominis

Figura 3. Distribuigdo percentual de isolados de espécies de Staphylococcus obtidos
do sitio cirargico superficial de caes, maos do cirurgiao e sala operatoéria durante o
periodo intraoperatério em cirurgias limpas, limpas-contaminadas e contaminadas em
um Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil, no ano de 2019.

Dois dos 10 cées no G2 (20%) desenvolveram ISC nos 30 dias apos a
intervencao. Essas infecgdes foram causadas por espécies mistas envolvendo S.
pseudintermedius, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, bem como S.
pseudintermedius e Enterobacter spp. Nenhum animal no G1 apresentou ISC nos 30

dias apds o procedimento.
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Figura 4. Distribuicdo percentual de espécies de Staphylococcus, Enterococcus e
Escherichia coli obtidas do sitio cirurgico superficial de caes, maos do cirurgiao e sala
operatéria durante o periodo intraoperatério em cirurgias limpas/limpas-contaminadas
(G1) e contaminadas (G2) em um Hospital Veterinario Escola no estado de S&o Paulo,

Brasil, no ano de 2019.

O anel externo diferencia os dois grupos: cirurgias limpas/limpas-contaminadas (G1, azul) e cirurgias
contaminadas (G2, laranja), enquanto o anel interno representa as espécies bacterianas isoladas no
G1 (direita) e G2 (esquerda).
Legenda: G1 = cirurgia limpa/limpa-contaminada; G2 = cirurgia contaminada; CoNS = Staphylococcus
spp. coagulase-negativa.

6.2 Genes de resisténcia
Em termos da presengca de genes de resisténcia, blaZ foi o mais
frequentemente detectado de forma geral (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia de deteccdo dos genes de resisténcia pesquisados em
Staphylococcus sp. por fonte de coleta (A) e em S. pseudintermedius e espécies de
Staphylococcus coagulase-negativa (B) obtidas do sitio cirargico superficial de caes,
maos do cirurgido e sala operatoria durante o periodo intraoperatério em cirurgias
limpas, limpas-contaminadas e contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no

estado de Sao Paulo, Brasil, no ano de 2019.

*Uma diferenga estatistica foi observada ao comparar as taxas de genes de resisténcia positivos entre
os isolados de Staphylococcus spp., utilizando o teste qui-quadrado, com um nivel de significancia
definido em 0,05 e anélise conduzida no software R 4.3.3.
Legenda: CoNS = Staphylococcus spp. coagulase-negativa; SS = sitio cirdrgico superficial de caes;
Surgeon = cirurgido; Environment = ambiente.
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Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada na frequéncia
de genes de resisténcia (FR) entre os isolados obtidos de diferentes fontes (p > 0,05),

conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia de detecgéo dos genes de resisténcia pesquisados em isolados
de Staphylococcus spp. obtidos do sitio cirdrgico superficial de cédes, maos do
cirurgido e sala operatoria durante o periodo intraoperatorio em cirurgias limpas,
limpas-contaminadas e contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no estado
de S&o Paulo, Brasil, no ano de 2019.

tet(M) aacA-aphD blaz mecA
Fonte
N % N % N % N %
SS (n=25) 12 50,00%* 10  41,67%" 20 83,33%:? 9 37,50% 2
Cirurgido (n=6) 2 33,33%*? 0 0,00%:2 5 83,33%°2 2 33,33%*2
Ambiente (n=17) 5 2941%° 2 11,76%° 12 70,59%° 10 _ 58,82%°

Grupos seguidos pelas mesmas letras ndo apresentaram diferenga significativa (p<0,05) quando
comparados pelo teste qui-quadrado, com limiar de significdncia estabelecido em 0,05 e analise
realizada com o software R 4.3.3.

Legenda: SS = sitio superficial de caes.

Entre os isolados de Staphylococcus spp. (Tabela 8), blaZ apresentou a maior
ocorréncia (79,17% [38/48]), seguido por mecA (43,75% [21/48]), tet(M) (41,67%
[20/48]) e aacA-aphD (25% [12/48]). CoNS (50% [12/24]) exibiram frequéncia maior
de isolados positivos para mecA em comparagdo com S. pseudintermedius (37,50%
[9/24]), embora nenhuma diferenga estatistica tenha sido observada entre as taxas (p
= 0,5606). No entanto, para os genes tet(M) e aacA-aphD, S. pseudintermedius
apresentou uma maior proporgédo (p = 0,0404 e p = 0,0196, respectivamente) de
isolados positivos (58,33% [14/24] e 41,67% [10/24], respectivamente) em
comparagao com CoNS (25% [6/24] e 8,33% [2/24], respectivamente).
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Tabela 8. Frequéncia de detecgéo dos genes de resisténcia pesquisados em isolados
de Staphylococcus pseudintermedius e espécies de Staphylococcus coagulase-
negativa obtidos do sitio cirurgico superficial de cédes, maos do cirurgido e sala
operatoria durante o periodo intraoperatorio em cirurgias limpas, limpas-contaminadas
e contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil,
no ano de 2019.

. tet(M) aacA-aphD blaz mecA
Espécie
N % N % N % N %
S. pseudintermedius (n=24) 14 58,33%* 10 41,67%* 21 87,50% 9 37,50%
CoNS (n=24) 6 25,00%* 2 8,33%* 17 70,83% 12 50,00%
p-value 0,04042 0,01963 0,2863 0,5606

*Valores significativamente diferentes (p<0,05) entre espécies de Staphylococcus spp., comparados
pelo teste qui-quadrado, com limiar de significancia estabelecido em 0,05 e analise realizada com o
software R 4.3.3. Valores significativamente diferentes estao destacados em negrito.

Legenda: CoNS = Staphylococcus spp. coagulase-negativa; SS = sitio superficial de caes.

Os resultados fenotipicos e genotipicos obtidos estdo resumidos nas
Tabelas 9 e 10.

Tabela 9. Resumo da resisténcia fenotipica e genotipica observada em isolados de
Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Escherichia coli obtidos do sitio cirurgico
superficial de cdes, maos do cirurgido e sala operatoria durante o periodo
intraoperatorio em cirurgias limpas e limpas-contaminadas em um Hospital Veterinario
Escola no estado de Sdo Paulo, Brasil, no ano de 2019.

Key Procedimento Fonte Espécie Resisténcia fenotipica® Ge.neAs d?
resisténcia
3 P3 Env Staphylococcus cli*; pen; eno; lev; cip; nor; tet; mecA
xylosus MDR
4 P3 Env Staphylococcus azi; ery; pen; cfo; eno; lev; cip; tet; gen; blaZ;
epidermidis nor; gen; tet; sut; MLSb; MDR mecA
Staphylococcus " . e bate ap i
5 P4 Env haemolyticus ery*; pen; cfo; tet; sut; MDR blaZ
150 P4 Surg Staphylococcus lutrae azi; ery; pen; gen; MDR None
9 P5 SS Em;erocpccus ery; pen; tet; MDR tet
‘aecium
10 P5 SS Enterocpccus pen; tet tet
faecium
Enterococcus .
11 P6 Env faecium ery; pen tet
Staphylococcus azi; ery; pen; cfo; tet; MLSb;
12 P6 Env haemolyticus MDR None
Enterococcus . .
15 P6 SS faecium ery*; pen; tet tet
Enterococcus .
16 P7 Env faecium ery; pen tet
Staphylococcus pen; cfo; eno; lev; cip; nor; i
17 P7 Env haemolyticus tet*; MDR blaz; mecA
19 P7 Env Em;erocpccus ery; tet* tet; blaZ
‘aecium

Continua na pagina seguinte (...)
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Key Procedimento Fonte Espécie Resisténcia fenotipica® Ge.neAs d?
resisténcia
Staphylococcus pen; eno; eno; lev; cip; nor; .
20 P8 SS pseudintermedius sut; MDR tet; blaZ
22 P10 Env Stap : % IO.C occus azi; ery; cli; pen; cfo; MDR blaZ; mecA
ominis
24 P10 Surg Staphy, IOCO?CUS pen; cfo tet; blaZz
warneri
25 P11 Env Enterococcus ery tot
faecium
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; cfo; eno; lev; . .
26 P11 Env haemolyticus cip; nor; gen; sut; MDR tet; blaZ; mecA
27 P12 Env Staphylococous ery*; sut blaz
pseudintermedius
29 P13 Env Staphylococcus sciuri ery cli pemeRo; eno’; sut; Nenhum
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; cfo; gen; tet; .
33 P14 Env haemolyticus sut; MDR tet; mecA
34 P14 Env Enterococcus ery tot
faecium
36 P14 Surg Stap hy IOCOCCU.S pen; tet tet; blaZ
pseudintermedius
Staphylococcus azi; ery; cli*; pen; cfo; eno; lev; .
38 P15 Env haemolyticus cip; nor; gen; sut; MDR blaz; mecA
Enterococcus ke tage |k
42 P15 SS faecium ery*; tet; clo tet
50 P17 Env Enterococcus ery; clo* blaz
faecium
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; cfo; eno; eno; i
57 P19 Env epidermidis lev; cip; nor; tet; sut; MDR’ tet; blaz
60 P19 SS Enz;erocpccus ery; pen; amp; tet; MDR tet
‘aecium
61 P19 SS Enz;erocpccus ery; pen; amp; tet*; MDR tet
‘aecium
62 P20 Env Stap ij IOC(?C.CUS azi; ery; pen; cfo; sut*; MDR tet; blaZ;, mecA
epidermidis
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; cfo; eno; lev; .
64 P20 Surg epidermidis cip; nor*; tet; sut; clo; MDR blaz; mecA
65 P20 SS Enz;erocpccus ery*; pen; tet tet
‘aecium

*Sensivel aumentando a exposigao.

"Resultados fenotipicos previamente publicados por Menezes et al. (2022).

Legenda: SS = sitio superficial de caes; SSI = infecgao do sitio cirdrgico; Env = ambiente; Surg =
cirurgido; azi = azitromicina; cfo = cefoxitina; cli = clindamicina; clo = cloranfenicol; eno = enrofloxacina;
ery = eritromicina; gen = gentamicina; lev = levofloxacina; nor = norfloxacina; oxa = oxacilina; pen =
penicilina; sut = sulfametoxazol-trimetoprima; tet = tetraciclina; MDR = resisténcia a multiplas drogas;
MLSb = fendtipo de resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B.
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Tabela 10. Resumo da resisténcia fenotipica e genotipica observada em isolados de
Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Escherichia coli obtidos do sitio cirurgico
superficial de cdes, maos do cirurgido e sala operatoria durante o periodo
intraoperatorio em cirurgias contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no
estado de S&o Paulo, Brasil, no ano de 2019.

Key Procedimento Fonte Espécie Resisténcia fenotipica® Ge.neﬂs d?
resisténcia
66 P1 Env Enteroc'occus pen; tet Nenhum
faecium
68 P1 SS Stap l?y IOCOCCU.S azi; ery*; cli; pen; oxa; tet; MDR blaz
pseudintermedius
69 P1 SS Escherichia coli cro; eno; lev; cip; nor; sut; MDR Nenhum
73 P1 SS Escherichia coli eno; lev; cip; nor; gen”; ami; tet; Nenhum
MDR
74 P1 SS Escherichia coli eno; lev; cip; nor; gen’; ami; tet; Nenhum
MDR
78 P1 SS Staphylo.coc.cus pen; eno*; nor*, tet Nenhum
schleiferi
141 P1 SS Escherichia coli eno; lev; cip; nor; gen'; ami; tet Nenhum
MDR
142 P1 SS Staphylogogcus pen; eno*; nor*; tet Nenhum
schleiferi
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; .
82 P2 Env pseudintermedius nor; gen; tet; sut; clo; MDR gen; mecA
83 P2 Surg Staphy IO.C.OCCUS azi; ery; pen blaZz
capitis
85 P2 sS Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; gen; blaZ;
pseudintermedius nor; gen; tet; sut; clo; MDR mecA
86 P2 sS Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; gen; blaZ;
pseudintermedius nor; gen; tet; sut; clo; MDR mecA
87 P2 sS Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; gen; blaZ;
pseudintermedius nor; gen; tet; sut; clo; MDR mecA
88 P2 sS Staphylococcus azi; ery; pen; cfo; eno; lev; cip; nor; gen; blaZ;
haemolyticus gen; tet; sut; MDR mecA
%0 P2 sS Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; gen; blaZ;
pseudintermedius nor; gen; tet; sut; clo; MDR mecA
91 P2 Ss| Staphylococcus azi; ery; cli; oxa; eno; lev; cip; nor; gen; blaZ;
pseudintermedius gen; tet; sut; clo; MDR mecA
98 P3 Surg Enteroc'occus ery; pen; amp; tet; MDR tet
faecium
99 P3 Surg Enteroc'occus ery; pen; tet; clo*; MDR tet
faecium
100 P3 sS Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; tet; gen; blaZ;
pseudintermedius nor; gen; tet; sut; clo; MDR mecA
101 P3 ss Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; tet; gen; blaZ;
pseudintermedius nor; gen; tet; sut; MDR mecA
102 P3 SS Enterocos:cus ery; pen; amp; tet; MDR Nenhum
faecalis
103 P3 sS Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; gen; blaZ;
pseudintermedius nor; gen; tet; sut; MDR mecA
104 P3 SS Enterocm':cus ery; amp; tet; clo; MDR Nenhum
faecalis

Continua na pagina seguinte (...)
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Key Procedimento Fonte Espécie Resisténcia fenotipica® Ge.neﬂs d(.e
resisténcia
108 P4 SS Enteroc'occus ery; pen; tet; MDR tet
faecium
112 P6 Env Stap hy IOCQC.C us azi; ery; pen; cfo, MDR blaZ; mecA
epidermidis
113 P6 SS Stap l?y IOCOCCU.S cli; pen; eno*; sut; MDR blaz
pseudintermedius
Staphylococcus azi; ery; pen; eno; lev; cip; nor; tet;
114 P7 Env epidermidis sut; clo*; MDR blaz
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; cfo; cip; nor; clo; .
115 P7 Surg haemolyticus MDR blaZ; mecA
Staphylococcus azi; ery; cli; oxa; eno; lev; cip; nor;
116 P7 S8 pseudintermedius gen; tet; sut; clo; MDR tet
Staphylococcus azi; ery; cli; oxa; eno; lev; cip; nor;
7 P7 SS pseudintermedius gen; tet; sut; clo; MDR tet
118 P8 Eny  Staphylococeus pen blaz
epidermidis
121 P10 Env  Escherichiacoli ~ 2MP Cf2's cfo”; cro, ipm; eno; lev; Nenhum
cip; nor; gen; ami; tet; sut; clo; MDR
122 P10 Env Escherichia coli ~ 2MP» IPM; eno; lev; gen; ami; sut; Nenhum
clo; MDR
123 P10 Env  Escherichiacoli ~ 2MP:IPM; eno; lev; gen; ami; sut Nenhum
clo; MDR
Staphylococcus azi*; ery*; cli; pen; cfo; eno*; tet;
126 P10 SS haemolyticus MDR blaz
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; eno; lev; cip; .
127 P10 SS pseudintermedius nor; gen; tet; sut; clo; MDR tet; blaz
Staphylococcus azi; pen; oxa; eno; lev; cip; nor; gen; .
128 P10 SS pseudintermedius tet;sut; clo; MDR tet; blaz
Staphylococcus pen; oxa; eno; lev; cip; nor; gen; tet; .
129 P10 SS pseudintermedius sut; clo; MDR tet; blaz
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; eno; lev; cip; nor; .
130 P10 SS pseudintermedius gen; tet; sut; MDR tet; blaz
Staphylococcus azi; ery; cli; pen; oxa; gen*; tet; . .
132 P10 SS pseudintermedius MDR tet; gen; blaz
133 P10 SS Stap l?y IOCOCCU.S pen; eno*; tet tet; blaZ
pseudintermedius
134 P10 SS Stap l?y IOCOCCU.S pen; eno*; tet tet; blaZ
pseudintermedius
137 P10 SSI Staph'ylococcu's azi; ery; cli; pen; oxa; sut; MDR tet; blaZ
pseudintermedius
147 P10 SS Escherichia coli caz; ctx; ipm*; ami* Nenhum

*Sensivel aumentando a exposigao.

"Resultados fenotipicos previamente publicados por Menezes et al. (2022).

Legenda: SS = sitio superficial de caes; SSI = infecgao do sitio cirdrgico; Env = ambiente; Surg =
cirurgido; azi = azitromicina; cfo = cefoxitina; cli = clindamicina; clo = cloranfenicol; eno = enrofloxacina;
ery = eritromicina; gen = gentamicina; lev = levofloxacina; nor = norfloxacina; oxa = oxacilina; pen =
penicilina; sut = sulfametoxazol-trimetoprima; tet = tetraciclina; MDR = resisténcia a multiplas drogas;
MLSb = fendtipo de resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptograminas do grupo B.
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Quatro dos 10 procedimentos (40%) dentro do G2 e sete dos 20 (35%) dentro
do G1 apresentaram pelo menos um isolado de MRS.

6.3 Diversidade genética

Foram observados 24 perfis de bandas na analise de PFGE em isolados de
CoNS. Staphylococcus haemolyticus e S. epidermidis apresentaram uma razao de
diversidade (DR) de 100%. Quinze perfis de bandas de PFGE foram identificados em
S. pseudintermedius (DR = 62,50% [15/24]), 4 em E. coli (DR = 50% [4/8]) e 7 em
Enterococcus faecium e E. faecalis (DR = 36,84% [7/19]).

Entre as espécies estafilocécicas, os isolados de CoNS exibiram maior
diversidade em comparagdo com S. pseudintermedius (Figura 6). Isolados
geneticamente relacionados de S. pseudintermedius provenientes de diferentes
fontes foram identificados durante dois procedimentos (P2 e P10) no G2 (Figura 6A).
Em contraste, nenhum isolado de S. haemolyticus e S. epidermidis apresentou alto
grau de similaridade (= 90%) entre as trés fontes distintas (Figura 6B e 6C). Trés
isolados foram obtidos de sitios cirurgicos superficiais (SS) (key: 85, 87 e 90), 1 do
ambiente da sala operatoria (key: 82) e 1 isolado causador de ISC (key: 91) no P2. No
P10, um isolado de SS (key: 130) foi geneticamente relacionado a um isolado
causador de SSI (key: 137).
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3 8 e ] g, g Species* Group Procedure Source Resistance gene* Diversity Index  Key
S. pseudintermedius G2 P10 Ss tet(M); blaZ 0.0781 133
|_{ i l S. pseudintermedius G2 P10 SS tet(M); blaZ 0.0797 134
S. pseudintermedius G2 P10 Ss tet(M); blaZ 0.0928 127
I_‘ S. pseudintermedius G2 P10 Ss tet(M); blaZ 0.0888 128
! I i S. pseudintermedius G2 P10 Ss tet(M); blaZ 0.0914 129
. | | | S. pseudintermedius G2 P6 ss blaz 0.0900 13
I | S. pseudintermedius G2 P10 Ss tet(M); aacA-aphD; blaZ 0.0974 132
} S. pseudintermedius G2 P3 SS tet(M); aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0711 101
_| I J ! S. pseudintermedius G2 P3 SS aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0697 103
| — S. pseudintermedius G2 P3 Ss tet(M); aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0938 100
— | | | ‘ I S. pseudintermedius G2 P1 ss blaz 0.0919 68
— ' v S. pseudintermedius G2 P7 Ss tet(M) 0.0950 117
e ‘ l ‘ S. pseudintermedius  G1 P8 SS tet; blaZ 0.1048 20
i S. pseudintermedius G2 P2 SS aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0943 87 \
g ' S. pseudintermedius G2 P2 SS aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0933 90
1 S. pseudintermedius G2 P2 Ssi aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0946 91
F S. pseudintermedius G2 P2 Ss aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0997 85
‘ S. pseudintermedius G2 P2 Env aacA-aphD; mecA 0.1083 82 /
— | i [ S. pseudintermedius G2 P2 ES) aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0985 86
— I ! S. pseudintermedius  G1 P12 Env blaZ 0.1233 27
Ei l | S. pseudintermedius  G1 P14 Surg tet(M); blaz 0.1074 36
i |l | S. pseudintermedius G2 P7 ss tet(M) 0.1087 116
(i— I | S. pseudintermedius G2 P10 ss tet(M); blaZ 0.1330 130 }
A L J L S. pseudintermedius G2 P10 Ss| tet(M); blaZ 0.1480 137
2 8 & 8 8§ 8 Species* Group P Source i gene* Diversity Index  Key
- S. haemolyticus  G1 P4 Env blaZ 0.0848 5
P l S. haemolyticus  G1 P15 Env blaZ; mecA 0.1019 38
e 8. haemolyticus  G1 P11 Env tet(M); blaZ; mecA 0.0944 26
- | ' | ' , S. haemolyticus G2 p7 Surg blaz; mecA 0.1050 15
— S. haemolyticus  G1 P7 Env blaZ; mecA 0.1259 17
— S. haemolyticus ~ G1 P6 Env none 0.1261 12
e S. haemolyticus G2 P2 SS aacA-aphD; blaZ; mecA 0.1112 88
[ 8. haemolyticus  G1 P14 Env tet(M); mecA 0.0713 33
B B ———— S. haemolyticus G2 P10 Ss blaZ 0.0830 126
2 g 2 g8 8§ 8 Species* Group  Proced Source  Resi gene* Diversity Index  Key
h i 1 1119 S. epidermidis  G1 P20 Surg blaz; mecA 0.0776 64
E— ’ S. epidermidis G2 P6 Env blaZ; mecA 0.1000 112
e ( S. epidermidis G1 P19 Env tet(M); blaZ 0.0908 57
e ' ’ S. epidermidis G1 P3 Env tet(M); aacA-aphD; blaZ; mecA 0.0763 4
\{—E l q ‘ ‘ |r S. epidermidis G1 P20 Env tet(M); blazZ; mecA 0.0848 62
P l ‘l| g S. epidermidis G2 P7 Env blaz 0.1035 114
— S. epidermidis G2 P8 Env blaz 0.1148 118
c '
2 8 e 2 2 g Species* Procedure Group Source Resistance gene* Diversity Index  Key
: S. xylosus P3 G1 Env mecA 0.1020 3
! i | S. capitis P2 G2 Surg blaz 0.1122 83
— ‘ i | ;h’ : S. schleiferi P1 G2 ss none 0.0967 78
— l ] I S. schleiferi P1 G2 ss none 0.1043 142
S — I S. warneri P10 G1 Surg tet(M); blaZz 0.1356 24
S ‘ | ||P] S. lutrae P4 G1 Surg none 0.0653 150
I S. sciuri P13 G1 Env none 0.1057 29
S. hominis P10 G1 Env blaZ; mecA 0.1722 22
D

Figura 6. Dendrograma produzido pela comparagdo dos padrdes de bandas em
PFGE de Staphylococcus pseudintermedius (A), S. haemolyticus (B), S. epidermidis
(C) e outras espécies de Staphylococcus spp. coagulase-negativa (D) isoladas do sitio
cirargico superficial de cades (vermelho), maos dos cirurgides (verde) e sala operatoria
(azul) durante o periodo intraoperatério em cirurgias limpas, limpas-contaminadas e
contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil, no

ano de 2019.

O dendrograma foi gerado utilizando o método de agrupamento UPGMA no software BioNumerics 7.1.
O coeficiente de Dice e a otimizagdo foram ajustados em 1%. Foi aplicado um ponto de corte de
similaridade em PFGE de 90% (linha tracejada). Quadrados vermelhos destacam os isolados
geneticamente relacionados.

*Nota: Os nomes de espécies e genes ndo estao em italico devido as limitagbes do software.
Legenda: G1 = cirurgia limpa/limpa-contaminada; G2 = cirurgia contaminada; SS = sitio cirdrgico
superficial de caes; SSI = infecgdo do sitio cirargico; Env = ambiente; PFGE = Pulsed-Field Gel
Electrophoresis; Surg = cirurgido.
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Trés episédios de Enterococcus spp. geneticamente relacionados foram
identificados em diferentes procedimentos e pacientes distintos. Os isolados 42 e 61
(de P15 e P19), 102, 104 e 108 (de P3 e P4) e 9, 10 e 15 (de P5 e P6) foram obtidos
do SS e exibiram alta similaridade (Figura 7A). Outro episodio foi identificado entre
oito isolados obtidos do ambiente da sala operatoria (11, 16, 34 e 66), de SS (60 e 65)
e das maos dos cirurgides (98 e 99).

Apesar do numero limitado de isolados de E. coli obtidos neste estudo, um
episodio de isolados geneticamente relacionados foi encontrado (Figura 7B). No P10,
trés isolados obtidos do ambiente (key: 121, 122 e 123) foram similares a um isolado
proveniente de SS (key: 147).

g 8 8 © 8 g 8 Species* Group  Proced Source i gene*  Diversity Index  Key
‘ ' ' |:I i ] r E. faecium G1 P15 SS tet(M) 0.0835 42 ]
E. faecium G1 P19 SS tet(M) 0.1011 61
. g d E. faecium G1 P11 Env tet(M) 0.0668 25
e E. faecium G1 P17 Env blaZ 0.1012 50
' l | I : E. faecalis G2 P3 ss none 0.0883 102
l i ¢ E. faecalis G2 P3 SS none 0.0904 104
I n E. faecium G2 P4 SS tet(M) 0.0821 108 )
E. faecium G1 PS5 Ss tet(M) 0.0836 10
__E | { | E. faecium G1 P& ss tet(M) 0.0843 15
E. faecium G1 PS5 Ss tet(M) 0.0841 9
E. faecium G1 P6 Env tet(M) 0.0903 i) \
E. faecium G1 P7 Env tet(M) 0.0918 16
| }‘ E. faecium G1 P14 Env tet(M) 0.0918 34
E. faecium G1 P19 88 tet(M) 0.0914 60
E. faecium G1 P20 Ss tet(M) 0.0912 65
E. faecium G2 P1 Env none 0.0902 66
E. faecium G2 P3 Surg tet(M) 0.0897 98
I E. faecium G2 P3 Surg tet(M) 0.0909 99/
W : I E. faecium G1 P7 Surg tet(M); blaZ 0.0797 19
A
a4 2 © g B g 8 8 Species” Group  Procedure  Source Resistance gene* Diversity Index Key
o E. coli G2 P1 Ss none 0.0485 69
E. coli G2 P1 s$s none 0.0484 73
4E E. coli G2 P1 ss none 0.0498 141
E. coli G2 P1 SS none 0.0548 74
E. coli G2 P10 Env none 0.0543 121
E. coli G2 P10 Env none 0.0545 122
E. coli G2 P10 Ss none 0.0563 147
B E. coli G2 P10 Env none 0.0589 123

Figura 7. Dendrograma produzido pela comparacéo dos padrdes de bandas em PFGE
de isolados de Enterococcus spp. (A) e Escherichia coli (B) isoladas do sitio cirurgico
superficial de caes (vermelho), maos dos cirurgides (verde) e sala operatoria (azul)
durante o periodo intraoperatério em cirurgias limpas, limpas-contaminadas e
contaminadas em um Hospital Veterinario Escola no estado de Sao Paulo, Brasil, no
ano de 2019.

O dendrograma foi gerado utilizando o método de agrupamento UPGMA no software BioNumerics 7.1.
O coeficiente de Dice e a otimizagdo foram ajustados em 1%. Foi aplicado um ponto de corte de

similaridade em PFGE de 90% (linha tracejada). Quadrados vermelhos destacam os isolados
geneticamente relacionados.

*Nota: Os nomes de espécies e genes ndo estao em italico devido as limitagbes do software.
Legenda: G1 = cirurgia limpa/limpa-contaminada; G2 = cirurgia contaminada; SS = sitio cirdrgico
superficial de caes; SSI = infecgdo do sitio cirargico; Env = ambiente; PFGE = Pulsed-Field Gel
Electrophoresis; Surg = cirurgido.
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7 DISCUSSAO

Este estudo epidemiolégico transversal realizado em Hospital Escola
Veterinario revela a prevaléncia de genes de resisténcia significativos identificados em
Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e E. coli, juntamente com seus perfis
genotipicos. Esses isolados foram obtidos da pele de cées e cirurgides, bem como do
ambiente da sala operatéria, durante o periodo intraoperatério de cirurgias
limpas/limpas-contaminadas (G1) e contaminadas (G2) realizadas em um hospital
veterinario de ensino no estado de Sao Paulo, Brasil.

Entre os isolados de Staphylococcus spp. analisados, espécies de CoNS foram
mais prevalentes na sala operatoria e nas maos dos cirurgides no G1, enquanto S.
pseudintermedius foram mais frequentes no sitio cirurgico de caes no G2. Entre os
isolados de CoNS, observou-se maior diversidade, com S. epidermidis e S.
haemolyticus sendo as espécies mais prevalentes. O perfil genotipico por PFGE
também revelou maior diversidade entre os isolados de CoNS em comparag¢ao aos de
S. pseudintermedius.

S. pseudintermedius, S. epidermidis e S. haemolyticus s&o patdbgenos comuns
que colonizam a pele e as membranas mucosas de caes e humanos (Chaudhary et
al., 2017; Shoen et al., 2019). Sado patdégenos oportunistas e causa comum de
infeccbes associadas a cuidados de saude, incluindo infecgdes de sitio cirurgico
(Chaudhary et al., 2017; Shoen et al., 2019). A colonizagao por Staphylococcus spp.
resistentes a multiplas drogas (MDR — “Multi-drug resistant”) ocorre como um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de infecgdes graves (Walther et al.,
2017).

Neste estudo, apenas um isolado (12,5% [1/8]) de S. pseudintermedius foi
obtido das mé&os dos cirurgides; no entanto, ndo foi geneticamente relacionado a
outros isolados encontrados no ambiente ou na pele do cdo, sugerindo colonizag&o
humana por essa cepa. O contato proximo entre humanos e animais de companhia
tem aumentado, elevando a prevaléncia dessa espécie, particularmente entre
profissionais veterinarios (Lozano et al., 2017; Feldler et al. 2018; Rodrigues et al.,
2018; Jin et al., 2023; Moses et al., 2023).

Isolados bacterianos geneticamente relacionados obtidas de diferentes fontes
foram encontradas entre S. pseudintermedius em dois procedimentos do G2 (20%
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[2/10]). Tal achado provavelmente se deve ao fato de cirurgias contaminadas
apresentarem carga microbiana mais alta no local da cirurgia, apesar de ndo haver
infeccdo. A elevada carga microbiana também pode aumentar a possibilidade de
contaminagao durante o procedimento, além de aumentar as taxas de ISCs (Mangram
et al., 1999). Assim, dois cades do G2 (20%) desenvolveram ISC dentro de 30 dias
apods a intervencdo, causadas por infeccdo mista envolvendo S. pseudintermedius.
Esses isolados sdo semelhantes aos obtidos da pele dos animais durante o periodo
intraoperatorio (Figura 6A). Estudos anteriores realizados em ambientes veterinarios
ja relataram a relagdo genética entre isolados bacterianos de cées, pessoas e
ambiente hospitalar, identificando tal achado como fator de risco para aquisicdo de
infeccbes associadas a saude (FeBler et al. 2018; Perkins et al., 2020).

Curiosamente, alta ocorréncia de isolados de Staphylococcus sp. neste estudo
apresentou os genes blaZ (79,17%), mecA (43,75%), tet(M) (41,67%) e aacA-aphD
(25%), conferindo resisténcia a penicilinas, beta-lactamicos, tetraciclina e
aminoglicosideos, respectivamente. Esses resultados concordam com estudos
anteriores sobre resisténcia fenotipica publicados pelo grupo dos autores (Menezes
et al., 2022). Taxas altas de resisténcia a penicilina (80-100%), oxacilina (50%),
cefoxitina (53,33-75,86%), tetraciclina (65-73,33%), gentamicina (34,48-66,67%) e
eritromicina (73,33-75,86%) em testes de difusdo em disco foram observadas
(Menezes et al., 2022). No entanto, apesar das altas taxas de resisténcia fenotipica a
eritromicina encontradas, nenhum dos isolados foi positivo para o gene ermA no
presente estudo. A diferenga entre a resisténcia a eritromicina fenotipica e genotipica
pode ser atribuida a presenca de outros genes nao analisados neste estudo, como
ermB e ermC (Rasool et al., 2022). Esse achado destaca a necessidade de
investigacdes adicionais sobre 0 mecanismo de resisténcia desses isolados (Rasool
et al., 2022). Taxas de resisténcia semelhantes foram recentemente relatadas por
Teixeira et al. (2023), em relagao a resisténcia a aminoglicosideos (84%), penicilina
(76%), tetraciclina (53,3%) e oxacilina (24%) na regido sudeste do Brasil.

Isolados de Staphylococcus spp. que carregam o gene mecA séo geralmente
multirresistentes, pois esse gene confere resisténcia a todos antibidticos da classe dos
B-lactamicos, com exceg¢do das cefalosporinas de quinta geracdo, e também
relaciona-se com resisténcia a outras classes de antimicrobianos (WHO, 2019b). Esse
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comportamento restringe as opgdes de tratamento e compromete os resultados dos
pacientes humanos e outros animais. Além disso, tetraciclina, gentamicina e
eritromicina podem ser opg¢des alternativas para tratar infecgcdes causadas por MRS,
evitando o uso de antibidticos com alta toxicidade, como rifampicina ou cloranfenicol,
ou antimicrobianos considerados criticamente importantes na medicina humana,
como vancomicina, linezolida e fluoroquinolonas (Ma et al., 2020). Portanto, as altas
taxas dos genes tet(M) e aacA-aphD, além de blaZ e mecA, detectadas em nosso
estudo, sdo preocupantes.

Essas altas taxas de MRS detectados no estudo contrastam com a baixa
frequéncia (<10%) de colonizag&o por MRS relatada na pratica clinica de animais de
companhia, profissionais de saude veterinaria e ambientes veterinarios em alguns
paises, como Austria (Loncaric et al., 2019), Bangladesh (Rana et al., 2022),
Alemanha (Feuer et al., 2024), Tanzénia (Katakweba et al., 2024) e Estados Unidos
(Phophi et al., 2023; Perkins et al., 2020). No entanto, corroboram com a ocorréncia
moderada ou alta (>10%) observada no Brasil (Teixeira et al., 2019; Menezes et al.,
2021; Menezes et al., 2022; Viegas et al. 2022; Silva et al., 2024), Irad (Naziri et al.,
2023), Italia (Menandro et al., 2019), Nigéria (Moses et al., 2022), Polénia (Miszczak
et al., 2023), Portugal (Araujo et al., 2024), Africa do Sul (Prior et al., 2022) e Suica
(Dazio et al., 2021), com taxas de ocorréncia variando de 10 a 85,9%.

Embora a patogenicidade de S. epidermidis em medicina humana seja bem
estabelecida, a relevancia desta bactéria na medicina veterinaria ainda é
possivelmente subestimada. No entanto, ha crescente reconhecimento das espécies
de CoNS, principalmente S. epidermidis e S. haemolyticus, como potenciais
patogenos causadores de infecgbes adquiridas em ambientes veterinarios (Viegas et
al., 2022; Silva et al., 2024; Dazio et al., 2021). O presente estudo mostrou maior
frequéncia de resisténcia a meticilina em isolados de CoNS (50%) do que em S.
pseudintermedius (37,50%), uma espécie de Staphylococcus spp. coagulase-positiva.
Embora n&o tenha sido encontrada significancia estatistica, esse achado concorda
com resultados fenotipicos publicados pelo mesmo grupo de autores (Menezes et al.,
2022) e por Adiguzel et al. (2022).

A alta frequéncia de isolados de Staphylococcus spp. portadores do gene mecA

no presente estudo, assim como aqueles frequentemente relatados mundialmente nas
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ultimas duas décadas, destaca a emergéncia exponencial de MRS globalmente. Essa
tendéncia é notavel, mesmo em paises que tradicionalmente apresentam baixa
prevaléncia, evidenciando a necessidade urgente de esforgos eficazes de vigilancia
para elaborar estratégias que mitiguem essa ameaga (Papic¢ et al., 2021). Portanto, &
imperativo dar atencdo as politicas de controle de infeccdo para enfrentar a
propagacéao de bactérias resistentes e minimizar o impacto na saude animal.

Enterococcus spp. sao patdgenos oportunistas capazes de sobreviver por
meses no ambiente sob condi¢gdes adversas. Podem causar infecgdes adquiridas em
ambiente hospitalar, especialmente em pacientes imunocomprometidos (Ramos et al.,
2020). Embora menos prevalentes em comparagdo com Staphylococcus spp. no
desencadeamento de infecgcdes em céaes, a incidéncia de infec¢des por Enterococcus
spp. tem aumentado, com isolados multirresistentes representando preocupagao
significativa tanto em ambientes criticos humanos quanto de cées (Torres et al., 2018;
Sacramento et al., 2022). Apesar da menor prevaléncia, infecgbes causadas por
espécies enterococicas sdo dificeis de tratar devido aos diferentes mecanismos
intrinsecos de resisténcia bacteriana e ao elevado nivel de resisténcia adquirida,
limitando as opg¢des de tratamento (Ramos et al., 2020; Raza et al., 2018).

No presente estudo, Enterococcus faecium (89,47%) e E. faecalis (10,53%)
foram mais frequentemente obtidos da pele de caes (52,63%) e do ambiente da sala
operatoria (31,58% [6/19]). Esses isolados apresentaram padrao de diversidade e
similaridade diferente (Figura 7A) em comparagédo com S. pseudintermedius e CoNS,
mostrando frequéncia de resisténcia (FR) menor do que as outras espécies.
Curiosamente, oito isolados indistinguiveis por padrées de bandas PFGE foram
observados em cinco procedimentos no G1 (key: 11, 16, 34, 60 e 65) e dois
procedimentos no G2 (key: 66, 98 e 99), obtidos durante sete procedimentos
diferentes, tanto da pele de caes (n=2) e cirurgidées (n=2), quanto do ambiente (n=4).
Todos, exceto um desses isolados, possuiam o gene ftet(M). Esse achado
provavelmente indica a persisténcia de um isolado especifico no ambiente cirurgico e
destaca a necessidade de procedimentos mais adequados de limpeza e desinfecgao
adaptados a essa espécie. Chung et al. (2014) relataram possivel agrupamento clonal
de Enterococcus spp. resistentes a antibioticos isolados de cées e profissionais de
saude em hospital veterinario na Coreia. Além disso, Ghosh et al. (2011)
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documentaram baixa FR de E. faecium nas fezes de cdes em UTI, juntamente com
isolados geneticamente relacionadas entre caes, humanos e surtos hospitalares.

Alta taxa de isolados enterococécicos apresentaram o gene de resisténcia a
tetraciclina (78,95%), achado similar a resisténcia fenotipica relatada (78,95%) pelo
mesmo grupo de pesquisa para os mesmos isolados (Menezes et al., 2022) e por
outros autores (Darwich et al., 2021; Oguttu et al., 2021; Stepien-Pysniak et al., 2021;
Moon et al., 2023). No entanto, a frequéncia de deteccao de blaZ (10,53%) e ermA
(0%) contrasta com os resultados fenotipicos de resisténcia a penicilina (68,42%) e
eritromicina (84,24%) para esses isolados especificos (Menezes et al., 2022), e com
os dados relatados por outros autores (Darwich et al., 2021). Varios estudos tém
relatado a auséncia de uma forte associagdo entre a resisténcia fenotipica e
genotipica a eritromicina, o que destaca a necessidade de investigagées moleculares
mais abrangentes para essas espécies (Stepien-Pysniak et al., 2021).

E. colifoi isolado de dois caes submetidos a dois procedimentos diferentes. Em
um desses procedimentos, os isolados foram obtidos tanto do local cirurgico (key: 147)
quanto do ambiente (key: 121, 122 e 123), exibindo alta similaridade nos padrbes de
bandas de PFGE. Além disso, todos isolados foram negativos para os genes de
resisténcia investigados, apesar de classificados fenotipicamente como
multirresistentes. Como a bactéria Gram-negativa mais frequentemente identificada
em animais, E. coli é responsavel por ampla gama de doencgas, incluindo sindromes
sépticas, disturbios gastrointestinais, enterotoxemia e ISCs (Arbab et al., 2022).
Cirurgias contaminadas tém carga microbiana mais alta no tecido e/ou inflamacéo
crbnica, tornando esses locais mais susceptiveis a contaminacdo por bactérias
ambientais (Mangram et al., 1999; Verwilghen e Singh, 2015). Assim, era esperado
gue essa especie bacteriana fosse isolada apenas em G2. Apesar das altas taxas de
resisténcia fenotipica observada nos isolado de E. coli, com 87,50% classificada como
MDR (Magiorakos et al., 2012), nenhum dos genes de resisténcia pesquisado foram
detectados, indicando a necessidade de investigacdo gendmica mais ampla para essa
espécie.

Os resultados deste estudo ressaltam a importancia da vigilancia continua e
evidenciam a necessidade de pesquisas mais abrangentes, tanto transversais quanto

longitudinais, para uma compreens&o mais profunda da dinamica de transmisséo dos
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genes de resisténcia e suas implicagdes clinicas. As elevadas taxas de
Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. portando genes de resisténcia relevantes
nesse ambiente hospitalar servem como um alerta para outras clinicas e hospitais
veterinarios no Brasil. Estudos adicionais seriam fundamentais para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de controle de infeccdo e para o
aprimoramento das praticas de manejo antimicrobiano na medicina veterinaria.

A limitagdo no numero de isolados de E. coli neste estudo dificulta a realizag&o
de uma analise confiavel da frequéncia de genes que conferem resisténcia aos
antimicrobianos nessa espécie. Além disso, investigagdo mais ampla incluindo outros
genes de resisténcia, como gene ermB e ermC, contribuiria para compreensao dos
mecanismos de resisténcia a eritromicina em Enterococcus spp. e Staphylococcus
spp. Apesar dessas limitagdes, o estudo fornece valiosas informagdes sobre

epidemiologia da resisténcia bacteriana em ambiente de saude veterinario.

8 CONCLUSAO

O presente estudo revelou altas taxas de Staphylococcus spp. resistente a
meticilina e Enterococcus spp. resistentes a tetraciclina colonizando o ambiente em
hospital veterinario de ensino no Brasil. A analise por PFGE indicou grande
diversidade de espécies de Staphylococcus coagulase-negativa entre caes,
veterinarios e a sala de cirurgia. Aléem disso, foram identificados isolados
geneticamente relacionados de Enterococcus spp. provenientes de diferentes fontes
e procedimentos, evidenciando falhas nos protocolos de limpeza e desinfec¢ao no
ambiente estudado. Esse achado reforca a necessidade de politicas eficazes de
controle de infecgao para reduzir a disseminacao de bactérias resistentes. Ambientes
hospitalares e caes podem atuar como reservatérios de bactérias multirresistentes. O
fortalecimento da conscientizagdo e do monitoramento desses organismos, incluindo
vigilancia continua da multirresisténcia bacteriana, em ambientes veterinarios, é

essencial para a prevencao e o controle de infecgdes.
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Apéndice 1. Classificagdo da ferida cirurgica. Fonte: Guia de uso racional de antimicrobianos para caes e gatos (MAPA, 2022).

CLASSIFICAGAO

DESCRIGAO
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EXEMPLOS DE PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

CIRURGIAS LIMPAS
(2-4,8%)

CIRURGIAS LIMPAS-
CONTAMINADAS
(3,5-5%)

CIRURGIAS
CONTAMINADAS
(4,6-12%)

CIRURGIAS
INFECTADAS/SUJAS
(6,7-18%)

e Eletivas; ndo-emergenciais; ndo traumatica;
Sem inflamagao aguda; nao infectada;
Sem quebra da técnica asséptica;
e Fechamento primario; sem aplicagcao de dreno;
Sem penetragdo do trato respiratério, gastrointestinal e
geniturinario (com excegéo de procedimentos de

e Penetracao sob condigbes controladas de trato
respiratorio, gastrointestinal e geniturinario com
derramamento minimo de liquido e sem evidéncia de
urina, bile ou secregdes infectadas;
e Traumas ndo penetrantes/sem lesdo de érgaos ocos;

e Penetracado do trato respiratério, gastrointestinal e
geniturinario com derramamento consideravel de liquido
e/ou evidéncia de urina, bile ou secre¢des infectadas;
e Feridas abertas cronicas para reconstrugao (p. ex.

e Feridas traumaticas penetrantes recentes (<4h);
e Perfuragao de trato respiratorio, gastrointestinal e
geniturinario com derramamento de liquido (<4h);
Incisdo de sitio com inflamagao aguda e nado purulenta;
Méaxima quebra da técnica asséptica.
e Perfuragdo pré-existente de trato gastrointestinal,
geniturinario e respiratoério (>4h);
Feridas traumaticas antigas (>4h);
e Inflamagao aguda com secregao purulenta;
e Feridas com tecido desvitalizado (ex.: necrose) ou

Presenca de inflamagao aguda;
Minima quebra da técnica asséptica;
e Procedimentos emergenciais que sdo considerados

esterilizag&o cirdrgica).

Aplicacéo de dreno;

limpos.

enxerto);

contaminacgao fecal.

e Laparotomia exploratéria, Esplenectomia (ndo oncoldgica);
e Excisdo de nddulos cutaneos sem inflamacgéo aguda;
e  Ovario-salpingo histerectomia/orquiectomia;
¢ Oncoldgica ndo contaminada/infectada (ex.: lipoma);
e Artrotomias (osteocondrite dissecante, excisdo artroplastica da cabega e colo femoral
nao traumatica);
e Cardiovasculares (persisténcia do ducto arterioso, persisténcia do arco adrtico direito);
e Cirurgias da coluna n&o traumaticas (laminectomias);
e Hérnias ndo encarceradas (umbilical, inguinal ou perineal), entre outros.
e Cistostomia, colecistectomia, colecistoduodenostomia, enterotomia, cistotomia,
gastrotomia, nefrectomia, enterectomia, cistectomia e gastrectomia sem tecido
desvitalizado;
e  Oncoldgica com processo inflamatério agudo e ndo contaminada;
e Osteossintese de fraturas fechadas;
e Ruptura diafragmatica, entre outros.
e Cirurgias da coluna traumaticas (estabilizag&o);

e Colecistoduodenostomia, enterectomia, cistectomia e gastrectomia com tecido
desvitalizado ou transgresséo grave das técnicas assépticas e/ou derramamento de
conteudo (bile, urina e fezes);
e  Peritonite (<4h);
e Piometra sem extravasamento ou com extravasamento de secregéo recente (<4h);

e Osteossintese de fraturas abertas tipo Il e lll sem secregdo purulenta e <4h de trauma;

e Abscesso hepatico ndo rompido;
e Oncologica com ulceracédo e sem secregao purulenta;
e Amputacdo por gangrena seca, entre outros.

e  Peritonite séptica (>4h);
e Piometra rompida com extravasamento de secregédo tardia (>4h);
Ruptura intestinal ou de vesicula biliar, causada por colecistite necrotizante ou trauma
(>4h);
e Feridas abertas (>4h);
e Oncoldgica infectada com secregdo purulenta;
e Amputagdo por gangrena umida, entre outros.



